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l. RESUMEN

Se ha estimado que el 45% de los pacientes con hemorragia subaracnoidea
(HSA) fallece y el 50% restante queda con algun tipo de secuela neurolégica y
motora que repercute en la calidad de vida del individuo. A pesar de los avances en
las estrategias de diagnéstico y tratamiento, la HSA continda siendo un problema
de salud publica que requiere de nuevos sistemas de evaluacion y seguimiento en
los pacientes. Una alternativa de diagnostico utilizada hoy en dia en el area clinica
para establecer la presencia y progresibn de una enfermedad, son los
biomarcadores. La caracterizacién de biomarcadores asociados al dafno neuronal
puede proporcionar informacién sobre el estado de salud y evolucion de los
pacientes con HSA. De manera previa, se han reportado alteraciones en las
concentraciones plasmaticas de algunos aminoéacidos, tales como taurina, el cual
se encuentra asociado con el flujo sanguineo y el edema; arginina y citrulina,
implicados en la sintesis del 6xido nitrico, molécula implicada en la respuesta
vascular cerebral y el glutamato, neurotransmisor implicado en funciones cognitivas

y motoras, que en elevadas concentraciones conlleva a la muerte neuronal.

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar como posibles biomarcadores de
prondstico las concentraciones plasmaticas de los aminoacidos glutamato, taurina,
arginina, citrulina y nitratos/nitritos (NOx) en pacientes con HSA que fueron
ingresados al Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” durante el periodo de enero a junio de 2017. La determinacién de
aminodcidos en plasma se realiz6 mediante CLAR-DFL, método analitico validado
de acuerdo con la NOM-177-SSA1-2013 y la cuantificacion de nitratos/nitritos se

realiz6 mediante espectrometria UV/vis.

El método desarrollado para la cuantificacion simultanea de aminoacidos fue lineal,
selectivo, preciso, exacto y estable en las condiciones de trabajo evaluadas. En la
comparacién de la concentracion plasmatica de aminoacidos entre pacientes con
HSA y sujetos sanos, se observd un aumento en el nivel de glutamato y la

disminucidn de arginina, citrulina, el cociente glutamina/glutamato, asi como en el




nivel de NOx respectivamente, mientras que en glutamina y taurina no se
observaron diferencias significativas. Al realizar el analisis de correlacion entre los
niveles plasmaticos de aminoacidos y NOx con las escalas de evaluacion clinica
Fisher, Hunt & Hess, coma Glasgow y desenlace Glasgow, no se obtuvieron
correlaciones estadisticamente significativas. Por lo tanto, los analitos no mostraron
potencial para ser consideraron como biomarcadores de prondstico. Sin embargo,
en el analisis de aminoacidos y NOx de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado con la escala de coma Glasgow tanto al momento del ingreso hospitalario
como a los 8 meses después de su egreso en pacientes con HSA y sujetos sanos,
se observd que los aminodcidos glutamato, arginina, citrulina, GIn/Glu y NOx se
encuentran implicados con la condicién clinica inicial de los pacientes, reflejando un

posible potencial como biomarcadores iniciales de dafio en la HSA.
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Il. INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades vasculares cerebrales (EVC), la hemorragia
subaracnoidea (HSA) representa sélo el 10% de los casos; sin embargo, se trata de la
forma mas temida debido a su elevada mortalidad y generacion de dependencia (Owens,
2011; Barges-Coll et al., 2013). Para el diagndstico en este tipo de enfermedades se
encuentran los métodos de imagen, sin embargo, es necesario el empleo de nuevos
sistemas de evaluacién capaces de proporcionar informacién sobre el estado clinico en

pacientes con HSA (Luengo-Fernandez et al., 2012).

Una alternativa de diagnostico y seguimiento de la HSA en el area clinica es el empleo
de biomarcadores, los cuales se definen como caracteristicas medibles procedentes de
procesos biologicos y patolégicos (Anderson & Kodukula, 2014). La identificacion de
biomarcadores asociados al dafio neuronal puede proporcionar informacién sobre el
estado de salud en pacientes con HSA (Mendioroz-Iriarte et al., 2009).

Como propuesta de biomarcadores en esta enfermedad se encuentran algunos
aminoacidos. La taurina, es un osmolito organico que se encuentra asociado con el
edema y flujo sanguineo (Barges-coll et al, 2013), la arginina y la citrulina estan
implicados en la sintesis del 6xido nitrico, molécula responsable de caracterizar la
respuesta vascular cerebral (El-Hattab et al., 2014), y el glutamato que es el principal
neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central y periférico, que puede estar

implicado en procesos de muerte neuronal (Liu et al., 2015).

Uno de los métodos instrumentales mas empleados para la cuantificacion de
aminoacidos es la cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccion de
fluorescencia (CLAR-DFL), en el que con previa derivatizacién de los compuestos, es
posible llevar a cabo su determinacion en diferentes matrices bioldgicas incluyendo el
plasma (Perucho et al., 2015).
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La cuantificacion de estos aminoacidos en el plasma de pacientes con HSA, asi como su
correlacién con otros predictores como la edad, resultados de pruebas quimicas de
laboratorio, puntaje en las escalas de Fisher, Hunt-Hess y Glasgow, podran permitir la
caracterizacion de estos aminoacidos como posibles biomarcadores de prondstico en

pacientes con HSA.

lll. ANTECEDENTES

La hemorragia subaracnoidea, es un subtipo de enfermedad vascular cerebral (EVC)
que presenta una elevada tasa de morbilidad ocasionada principalmente por la aparicion
de una lesion cerebral secundaria, entre ellas se encuentra el resangrado, la presencia
de vasoespasmo y el edema cerebral que generalmente acontece a los 3 y 9 dias
después del evento hemorragico (Starke, et al., 2011; Barges-Coll et al., 2013). La
presencia de estas complicaciones ocurre en un 30% a 50% de los pacientes como
resultado de la aparicion de procesos isquémicos, aumento de la presion intracraneal y
disminucién en la perfusion cerebral (Barges-Coll et al., 2013).

La adopcidn de estrategias para el tratamiento y seguimiento de la enfermedad mediante
terapia endovascular, quirurgica y atencidn neurocritica, intentan identificar el impacto
que tiene la frecuencia y los factores predictivos sobre el cuidado del paciente para evitar
de forma especifica, la aparicion de futuras complicaciones secundarias al evento
hemorragico (Naidech et al., 2015). Entre los métodos que actualmente se emplean para
la deteccidn temprana de estas complicaciones se encuentra la ecografia de Doppler
transcraneal (EDT), el cual se ha utilizado durante décadas como herramienta para
seleccionar a los pacientes con riesgo de desarrollar vasoespasmo cerebral, pero el
método es sensible a la interpretacion de cada observador (Da Silva et al., 2017). Por
otra parte, las técnicas de imagen como TC y angiografia muchas veces no son capaces
de detectar la presencia de inflamacién e incluso edema cerebral después del evento
hemorragico, empleandose Unicamente como métodos de diagndstico y con poco
potencial para su empleo en el seguimiento de los pacientes (Claassen et al., 2001).

15
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El conocimiento detallado de nuevos factores implicados en la fisiopatologia de la
enfermedad seria de gran importancia para su comprensioén en la toma de decisiones

para el tratamiento apropiado de pacientes con HSA.

IV. MARCO TEORICO

4.1 Hemorragia subaracnoidea

La hemorragia subaracnoidea se define como la presencia o extravasacion de
sangre al espacio subaracnoideo (figura 1), comprendido entre la piamadre y los
aracnoides (Diez-Tejedor, 2006; Cantu-Brito et al., 2012). La principal forma clinica de
manifestacion es la cefalea, la cual es de comienzo subito, alcanzando su acmé en
segundos o en minutos. Otros sintomas que pueden presentarse son la pérdida de
conciencia, nauseas, vomitos, focalidad neurol6gica o crisis comiciales (Vivancos et al.,
2014). Los principales factores de riesgo asociados a la HSA se encuentra la
hipertension, sobrepeso, tabaquismo, consumo de alcohol y drogas, e incluso existe un
patron estacional, siendo mas frecuentes en primavera e invierno (Bederson et al., 2009).

Hemorragia subarcnoidea

—

Créneo\(,/'
Espacio _/
subaranoideo 7

[

Hemorragia \
subarcnoidea

Aneurisma

Figura 1. Representacion de la hemorragia subaracnoidea. Presencia de sangrado entre
surcos y cisuras del cerebro que se encuentran por fuera del parénquima cerebral pero dentro
de los aracnoides (Roig, 2017).

4.1.1 Epidemiologia

La HSA es considerada una emergencia neuroldgica debido a la elevada tasa de
mortalidad y morbilidad que presenta, ya que aproximadamente el 45% de los pacientes
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fallece, y dentro del porcentaje de sobrevivientes, un 20-30% padece secuelas cognitivas
y fisicas significativas (Cantu-Brito et al., 2011). La tasa global de incidencia aproximada
es de 8 por cada 100,000 personas/afno (van Lieshout et al., 2017), tan solo en Estados
Unidos se registran de 21,000 a 33,000 casos por afo (Cabrera et al., 2008), con una
incidencia de 9 a 14 casos por cada 100,000 habitantes (Rumalla& Mittal, 2016). En
México se determind una incidencia de casi 7% en un grupo de 669 pacientes que
presentaron EVC (Cabrera et al., 2008).

La edad es un factor importante para la incidencia de HSA, ya que en adultos mayores
de 55 anos el riesgo se duplica (Gorelick & Ruland, 2010). También se ha observado que
los eventos de HSA son mas frecuentes en mujeres mayores de 40 afios que en hombres
en una proporcion 3:2, pero ocurre lo contrario en edades menores (Diringer, 2009).

4.1.2 Etiologia

La HSA puede tener un origen traumatico o no traumatico, siendo el primero la
causa mas comun ocasionada por la ruptura o laceracion de las venas corticales que
atraviesan el espacio subaracnoideo. Se estima que entre un 75% y 80% de los casos se
debe al traumatismo ocasionado por la ruptura de un aneurisma cerebral, mientras que
el 20% restante, a malformaciones arteriovenosos, tumores cerebrales, trastornos de la
coagulacién, u otras causas no identificadas (Cabrera et al., 2008).
Si bien la HSA representa aproximadamente el 10% de las enfermedades
cerebrovasculares, es la que tiene mayor impacto en morbilidad y mortalidad debido a la
naturaleza isquémica de la lesién cerebral que se presenta tras el evento hemorragico
(Sehba et al., 2012; OlivTsikandez-Travieso, 2014). Los principales cambios observados
son aumento de la presion intracraneal, caida del flujo sanguineo cerebral provocado por
la constriccion de vasos sanguineos durante el espasmo arterial agudo (Bedeson et al.,
1998) y cambios del metabolismo cerebral, los cuales incluyen alteracién en la
homeostasis idnica, presencia subaracnoidea de oxihemoglobina, reduccién del 6xido
nitrico cerebral, generacion de radicales libres, estrés oxidante, aumento de la actividad
del receptor de glutamato y activaciéon de diferentes mecanismos inflamatorios (Petzold
et al., 2008; Sehba et al., 2012).
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4.1.3 Escalas de evaluacion

La manifestacion clinica es uno de los principales factores de pronéstico en pacientes

con HSA, ya que existe buena correlacion entre la evolucién final con el grado clinico

inicial.

Aunque no existe una escala perfecta, algunas de las escalas mas empleadas en

esta enfermedad son:

a)

Escala Hunt y Hess (H&H). Se trata de una escala predictora de morbilidad y
mortalidad que clasifica la severidad de la enfermedad en cinco grados (tabla 1).
Pacientes con grados lll, IV y V tienen un porcentaje de sobrevivencia entre un 40-
50% con importantes secuelas neurolégicas como invalidez, mientras que los
pacientes con grados | y |l desarrollan una situacion clinica de mejor prondstico
(De la Cruz, 2007; Rodriguez et al., 2011).

Tabla 1. Escala predictora de morbilidad y mortalidad Hunt y Hess

Grado Criterios

Asintomatico, leve cefalea o rigidez de nuca.

Sin compromiso de consciencia, estable, pero con déficit neurolégico establecido.

Cefalea moderada a severa, rigidez de nuca, compromiso de nervios craneales.

Soporoso, confuso, con déficit local leve.

Sopor moderado a profundo, hemiparesia moderada a severa, esbozo de rigidez de

v descerebracion.
\" Coma profundo, rigidez de descerebracion, aspecto moribundo.
b) Escala de Coma Glasgow. Esta escala se utiliza para evaluar el nivel de

conciencia cuando hay algun tipo de lesion traumatica (normal, grave y coma
profundo). Consiste en evaluar tres criterios de observacion clinica: respuesta
ocular, respuesta verbal y respuesta motora (tabla 2). Ademas, puede ser
empleada para decidir o justificar tratamientos con base a la gravedad de la lesién
(Munana-Rodriguez et al., 2014; Junior et al., 2017).
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Tabla 2. Escala de Coma Glasgow

Respuesta ocular | Abre al dolor
(Apertura de 0jos) | Ausencia de respuesta

Abre espontdneamente
Abre a estimulos verbales

= INW|~

Respuesta Motora | Flexiéon anormal

Obedece 6rdenes
Localiza dolor
Retirada al dolor

Extensién anormal
No responde

= Nk~ O1O

PUNTUACION:
Normal 15

Respuesta Verbal | Palabras inapropiadas

Orientado, conversa
Desorientado, conversa

Moderado 4-14
Coma profundo 3

Sonidos Incomprensibles
No responde

= NDWl~|O1

TOTAL

c)

Escala de desenlace Glasgow. Escala empleada para evaluar la afectacion de
la lesién sobre la funcionalidad del paciente en la realizacién de diferentes
actividades cotidianas. De forma general, se basa en cinco categorias ordenadas:
muerte, estado vegetativo, discapacidad grave, discapacidad moderada y buena
recuperacion; sin embargo, las discapacidades y la recuperacion se
subcategorizan en inferior y superior para permitir una mayor diferenciacién entre

los niveles de recuperacidn que se puede lograr (Weir et al., 2012).

Escala de Fisher. Se basa en la cantidad y distribucion de la hemorragia
visualizado en la tomografia computarizada (tabla 3). Otorga un valor de 1 a 4
segun la presencia de sangre a nivel intraventricular bilateral, o cisternal como
indicativo de la existencia de vasoespasmo (Claassen et al., 2001; Lantigua et al.,
2015).
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Tabla 3. Escala de Fisher

Grado Criterios

I Sin evidencia de sangrado.

Il Sangrado difuso y fino, <1 mm en cisternas verticales.

Il Existencia de coagulo grueso cisternal >1 mm en cisternas verticales.

v Hematoma intraparenquimatoso, hemorragia ventricular, + sangrado difuso.

4.1.4 Importancia de un seguimiento oportuno

Aproximadamente el 50% de los pacientes que padece HSA sobrevive, de los
cuales 30% sufre déficits neuroldgicos que afectan su autonomia (Bornstein & Poon,
2012). Las afectaciones mas importantes son a nivel fisico (déficit motor, ataxia, disartria),
funcional (disfuncion de movilidad), mental (disminucién de la cognicion) y social (baja
productividad laboral y social) que repercuten en la calidad de vida del paciente (Rothwell
et al., 2009). También se ha observado en pacientes con HSA aneurismatica de bajo
grado, existe la posibilidad de resangrado en un 4% durante las primeras 24 horas, la
cual aumenta 1.5% por dia, de manera que alcanza el 19% durante las primeras dos
semanas, 64% al final del primer mes y 78% a los 60 dias (Cardentey-Pereda et al., 2002;
Zhao et al., 2016).

Debido a estas complicaciones, la enfermedad llega a tener un costo elevado para las
instituciones de salud publica, tan s6lo en Europa es de hasta 35,000 euros, sin
mencionar el costo humano incalculable para pacientes y familiares (Horcajadas et al.,
2015; Gonzales-Portillo et al., 2016). En México, existen pocos espacios de atencion
publica para el diagnéstico y rehabilitacién a pacientes con dafo cerebral; sin embargo,
en 2008 reportaron una tasa de 6.8% realizada en cinco instituciones hospitalarias
(Cabrera et al., 2008). Por lo tanto, existe la necesidad de contar con nuevas modalidades
de seguimiento en pacientes con HSA.

4.2 Biomarcadores
Una alternativa de diagnéstico utilizada hoy en dia en el area clinica es el empleo
de biomarcadores, los cuales se definen como indicadores cuantitativamente medibles

procedentes de procesos bioldgicos, fisiopatologicos o de respuesta terapéutica
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(Pendyala et al., 2009). Los biomarcadores desempefian un papel importante en la
investigacién biomédica, ya que pueden emplearse como medidas de diagndstico para
establecer la presencia de una enfermedad, predecir su progresién y estratificar su
gravedad. Ademas, se pueden utilizar para evaluar y predecir el beneficio y/o toxicidad
clinica de alguna nueva intervencion terapéutica en el descubrimiento y desarrollo de
nuevos farmacos (Anderson & Kodukula, 2014).

4.2.1 Tipos de biomarcadores

Los biomarcadores pueden ser una gran variedad de indicadores cuantificables,
en las que se incluyen enzimas, proteinas, ADN, ARNm no codificante, o bien
caracteristicas macroscopicas tales como presién arterial, glucosa en sangre, metabolitos
celulares, e incluso estudios de imagen clinica tales como tomografia computarizada,
resonancia magnética, entre otras (Anderson & Kodukula, 2014). Otros biomarcadores
incluyen estudios histopatoldgicos, los cuales llegan a ser el estdndar de oro para el
diagnéstico de enfermedades; sin embargo, su aplicacion es muy limitada o imposible de
realizar (Lock & Bonventre, 2008).
La localizacién de estos biomarcadores es variada, ya que pueden obtenerse a partir de
diferentes matrices bioldgicas tales como plasma, orina, saliva, esputo, liquido
cefalorraquideo, entre otros, los cuales pueden ser mas facil de obtener en comparacion

con el tejido (Mendioroz-Iriarte et al., 2009).

4.2.2 Validez de un biomarcador

Antes de la aplicacién de un marcador bioldgico, éste necesita estar previamente
validado (Dancey et al., 2010). El proceso de seleccion y aprobacién de un biomarcador
requiere de especificidad, fiabilidad, sensibilidad y garantia del procedimiento analitico e
interpretaciéon de la mediciéon (Arango, 2011). La heterogeneidad de la enfermedad
también es determinante para establecer si un Unico analito es suficiente, o si se requiere
de un panel de ellos, ya que la presencia de factores tanto individuales como ambientales
en los pacientes puede dificultar su aprobaciéon (Anderson & Kodukula, 2014).
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Una vez identificado él o los analitos con potencial de biomarcador, el posterior desarrollo
implica su cuidadosa aplicacion en ensayos clinicos, en los que, de ser posible, se incluya
la comparacion con el estandar existente, con el objetivo de determinar si el biomarcador
alcanza su propdésito en un entorno clinico cuidadosamente definido y en la poblacion de
interés estudiada (Puntmann, 2009). La finalidad de estos ensayos clinicos es obtener
informacion relevante en la poblacidén de estudio, evidenciar que la muestra es medible
dentro de esta poblacién, considerar la posible existencia de riesgo en la obtencion de la
muestra y finalmente, demostrar que la informacién obtenida contribuira al conocimiento

cientifico (Dancey et al., 2010).

4.2.3 Biomarcadores de hemorragia subaracnoidea

Existe evidencia de que algunos fendmenos inflamatorios juegan un papel
importante en la fisiopatologia de la HSA y, por lo tanto, pueden ser empleados con fines
de diagndstico e incluso de prondstico. Las citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y el factor
de necrosis tumoral TNFa orquestan una cascada inflamatoria que exacerba el dafno
cerebral isquémico (Mendioroz-Iriarte et al., 2009). Se ha observado que pacientes con
HSA, el nivel de citocinas en suero y LCR aumenta en los primeros tres dias del evento
hemorragico, los cuales estan asociados con espasmo vascular y desenlace clinico
desfavorable (Dumont et al., 2003; Jedrzejowska-Szypulka et al., 2009). La proteina C
reactiva (PCR) es otro marcador sensible de inflamacién sistémica que se emplea como
predictor durante la fase aguda de la enfermedad (Rallidis et al., 2006). En pacientes con
HSA los niveles de PCR aumentan en los préximos 2-3 dias, los cuales correlacionan
con bajas puntuaciones en la escala de desenlace Glasgow y elevados grados de Hunt
& Hess y Fisher (Fountas et al., 2009; Sehba et al., 2012). La IL-8 y la PQM-1 (proteina
qguimioatrayente monocitaria) estan relacionados con el reclutamiento de neutréfilos y
monocitos/macréfagos respectivamente en la zona de isquemia cerebral; sin embargo,

sus concentraciones son mayores en LCR que en plasma (Kostulas et al., 1999).

La homocisteina es un aminoacido sintetizado a partir de metionina, en el que se ha
reportado que su presencia en niveles elevados induce dano oxidativo a las células

endoteliales vasculares, reduciendo la produccién de 6xido nitrico (Jung et al., 2013),
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incluso se ha observado que en poblacion asiatica elevados niveles de este aminoacido
se relacionan con un peor prondstico de desenlace para una EVC (Zhong et al., 2014).

Actualmente, se emplean técnicas de biologia molecular para la identificacién de
biomarcadores a nivel gendmico de proteinas (protedbmica), metabolitos y enzimas
(metaboldémica); sin embargo, sus relaciones estadisticas entre expresion génica y
niveles de proteinas o metabolitos pueden ser inconsistentes debido a la cantidad de
informacion obtenida en el analisis (Barallobre-Barreiro et al., 2013; Qureshi et al., 2016).
A pesar de la existencia de indicadores biolégicos de inflamacion, estos no son lo
suficientemente especificos, ya que pueden verse afectados por cualquier proceso
inflamatorio no perteneciente a la enfermedad, o en el caso de la protedbmica vy
metabolémica, son técnicas demasiado costosas y con una gran cantidad de variables
obtenidas, dificultando la identificacion y caracterizacién de estos analitos como posibles
biomarcadores.

4.2.4 Aminoacidos como biomarcadores de hemorragia subaracnoidea

Otros procesos metabdlicos y fisiopatoldégicos que también se encuentran
implicados en el desarrollo de la HSA incluyen la participacién de algunos aminoacidos
con potencial uso de biomarcadores. Entre ellos se encuentran los amino&cidos arginina
y citrulina, precursores del 6xido nitrico (NO), principal molécula vasodilatadora (Pluta,
2008) y otros aminoacidos como glutamato y taurina que pueden ser utilizados para
identificar y monitorear el dafio neuronal tras sufrir el evento hemorragico (Mendioroz-
Iriarte et al., 2009).

4.2.4.1 Glutamato
El L-glutamato o acido 2-aminopentanodioico (figura 2a) es un aminoacido
dicarboxilico no esencial sintetizado en la neurona a partir del a-cetoglutarato mediante
reacciones de transaminacion. Una vez liberado al espacio extracelular, es transportado
a los astrocitos donde reacciona con el amoniaco (NHs) para formar el acido 2-amino-4-
carbamoilbutanoico o también denominado L-glutamina (figura 2b). Posteriormente, los

astrocitos liberan la glutamina, la cual es recuperada por las neuronas para convertirse
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nuevamente a glutamato por la enzima glutaminasa, siendo glutamina el principal
reservorio de este aminoacido (Siegel et al., 2005). El Glutamato se caracteriza por tener
efecto estimulante en las neuronas y es considerado el principal neurotransmisor

excitatorio del sistema nervioso central (Farooqui et al., 2008).

N 0 .0 5
I |
HO HZNWOH
NH, HN H

Figura 2. Estructura de los aminoacidos A) L-glutamato y B) L-glutamina

En estados patol6gicos como la HSA, suelen presentarse procesos de isquemia e hipoxia
que conducen al trastorno de energia al cerebro. Las bombas de iones dependientes de
trifosfato de adenosina (ATP) producen un desequilibrio en la homeostasis de los iones
sodio, calcio y potasio, favoreciendo la despolarizacion permanente de las neuronas que
liberan glutamato, el cual activa secuencialmente receptores sensibles al acido kainico,
al acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPAr) que provocan la
consecuente extrusién del Mg?* en receptores sensibles al acido N-metil-D-aspartico
(NMDAr). Los receptores antes mencionados son activados por glutamato como agonista
principal que desencadenan la activacion de los receptores metabotrépicos de dicho
aminoacido, culminando a manera de retroalimentacién positiva en una liberacion
excesiva, lo cual contribuye significativamente al dafo neuronal por medio de la
activacién de la cascada excitotoxica generada por la acumulacién de glutamato en

neuronas postsinapticas (Sahu et al., 2017).

4.2.4.2 Taurina
El acido 2-amino-etano-sulfénico (figura 3) situado en el endotelio, células gliales
y neuronas, es sintetizado a partir del aminoacido azufrado metionina mediante
reacciones de desmetilacion, descarboxilacion y oxidacion mediante la via de la cisteina

acidos sulfinicos (Canas, 2002).
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Figura 3. Estructura del aminoacido taurina

El edema cerebral también se presenta como una complicacion en la HSA a través de la
hinchazdn astrocitaria, la cual se encuentra regulada por iones y osmolitos organicos
como la taurina (Barges-Coll, 2013). Se sugiere que este aminoacido participa en la
regulacion del volumen celular y osmolar mediante su absorcion o liberacién celular que,
en condiciones patogénicas como la HSA desencadenan su efluente en el sistema
nervioso central. Ademas, la activacion de los receptores de NMDA también conduce a
una liberacion significativa de taurina en el espacio extracelular (Albrecht &
Wegrzynowiez, 2005). Se ha observado un aumento en la concentracion plasmatica de
este aminoéacido en pacientes con HSA que presentan un mal resultado al momento del
alta hospitalaria en comparacion con voluntarios sanos; sin embargo, no esté relacionado
con la isquemia cerebral tardia, una de las complicaciones observadas en este tipo de
pacientes (Barges-Coll, 2013).

4.2.4.3 Arginina y citrulina

El &cido 2-amino-5-[diaminometilidenoamino]pentanoico) o L-arginina (figura 4a) y
el acido 2-amino-5-[carbamoilamino]pentanoico), también llamado L-citrulina (figura 4b),
son aminoacidos precursores de la sintesis de éxido nitrico (NO), molécula producida por
diferentes tipos celulares, entre ellos las neuronas. Su funcion es regular el tono vascular,
activacién plaquetaria y trombosis. La producciéon de NO ocurre mediante la conversion
metabdlica de L-arginina a L-citrulina en cantidades equimolares, la cual es catalizada
por la enzima 6xido nitrico sintasa [NOS] (El-Hattab et al., 2014; Pérez-Neri, 2015).
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Figura 4. Estructura de los aminoacidos A) L-arginina y B) L-citrulina

La liberacion de NO produce la dilatacidn arterial cerebral; sin embargo, el vasoespasmo
producido después de la HSA se asocia con una reduccion del 40% en la produccién de
NO por las células endoteliales y neuronales donde se lleva a cabo su sintesis a partir de
arginina y citrulina. Aunado a esto, los productos hemo oxidados que son liberados tras
el evento hemorragico eliminan el NO libre y provocan la sintesis de inhibidores
enddgenos de NO endotelial. La propagacion de la lesidén isquémica exacerba la muerte
de neuronas que expresan el NO y favorece la produccién de NO de naturaleza inducible,
cuyos efectos tdxicos son la formacion de radicales libres, agentes que causan darios al
ADN y que culminan en la muerte neuronal (Bonow et al., 2016).

4.2.4 Cuantificacion de aminoacidos en muestras bioldgicas

La determinacién de aminoacidos en muestras biologicas tiene el inconveniente
de la presencia de un numero considerable de aminoacidos en un amplio rango de
concentraciones. Los métodos usados para su determinacién incluyen técnicas
cromatograficas que permiten una alta especificidad, sensibilidad, linealidad y
reproducibilidad para su cuantificaciéon. Entre ellas destacan la cromatografia de gases,
de intercambio i6nico y de liquidos, siendo ésta ultima la mas empleada para el analisis
debido a su sensibilidad, alto rendimiento y simplicidad (Malaver-Ortega et al., 2009).

4.3 Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon para la cuantificacién de

aminoacidos

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) es la técnica analitica de
cuantificacion mas empleada debido a su versatilidad e idoneidad en la separacion de

especies no volatiles o termolabiles (Skoog, 2008).
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Su fundamento consiste en la separacidén del analito que se encuentra incluido en una
mezcla por medio de su distribucion entre una fase movil (disolvente con cierto grado de
polaridad) y una fase estacionaria (sélido empacado dentro de una columna). La
separacién se logra gracias a que el analito es transportado dentro de la fase moévil a
través de la fase estacionaria, interaccionando con la superficie de este medio poroso
para dar como resultado diferentes tiempos de migracién para cada uno de los
componentes de la mezcla (Kazakevich & LoBrutto, 2007).
Los componentes basicos de un sistema cromatografico de liquidos son:

e Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba)

e Dispositivo de inyeccion

e Columna analitica

e Detectores

4.3.1 Detectores

Los detectores empleados en CLAR se han disefiado para responder al soluto que
eluye, y se han adaptado para medir bajas concentraciones del analito. Se clasifican
segun respondan a alguna propiedad fisicoquimica del soluto, tal es el caso de la
absorcién en detectores UV/vis, fluorescencia y electroquimico, o bien en funcién de su
masa-carga, indice de refraccidén, constante dieléctrica y densidad (Skoog, 2008). El
detector ideal debe ser altamente sensible, con un amplio rango lineal y que no sea
afectado por el cambio de temperatura o la composicion de la fase mévil (Kazakevich &
LoBrutto, 2007).
Los detectores empleados para la cuantificacibon de aminoacidos incluyen la
espectrometria de masas, el cual es altamente sensible y especifico; sin embargo, es un
método muy costoso y dificil de emplear en el area clinica (Wu et al., 2016). Por otra
parte, el uso de detectores con lamparas UV/vis o de fluorescencia solo es posible
mediante técnicas de derivatizacion pre o postcolumna debido a la ausencia de grupos
croméforos o fluoréforos, siendo el detector de fluorescencia el mas utilizado debido a su
sensibilidad y estabilidad en comparacién con el UV/vis (Harder et al., 2011).
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4.3.2 Detector de fluorescencia

La fluorescencia ocurre cuando un compuesto absorbe radiacién (excitacion) y
luego la emite a una mayor longitud de onda (emisién). Este fendmeno es exhibido por
moléculas rigidas que poseen una gran cantidad de electrones Pi (1) deslocalizados
(Kazakevich & LoBrutto, 2007). La radiacién emitida se mide normalmente con el objeto
de evitar interferencias, en direccion perpendicular a la de incidencia del haz de luz de
excitacién, siendo posible la deteccidn especifica de grupos funcionales en funcion a las
longitudes de onda seleccionadas, tanto de excitaciébn como de emision.

Ademas de utilizarse para el analisis de compuestos fluorescentes, también puede
ser utilizado para analizar compuestos que no presentan fluorescencia intrinseca
mediante una derivatizaciébn conveniente de estos. Asi, solutos que no tienen
fluorescencia intrinseca se pueden unir a determinadas moléculas muy reactivas que
presentan fluorescencia para ser analizadas posteriormente. Como reactivos para la
derivatizacién se pueden emplear cloruro de dansilo, fluorescamina y o-ftalaldehido (Cui
et al., 2017). El agente derivatizante mas usado en CLAR-DFL para el analisis de
aminodcidos es el o-ftalaldehido (OPA), ya que reacciona facilmente con grupos amino
para formar productos altamente fluorescentes cuando esta en presencia de exceso de
tioles que pueden ser facilmente detectado a determinadas longitudes y separado por
una columna de fase reversa (Frank & Powers, 2007).

4.4 Validacion de un método analitico cromatografico

La validacion de un método analitico es necesaria porque proporciona un alto
grado de confianza, seguridad y calidad en la medicién del o de los analitos analizados.
La agencia gubernamental de los Estados Unidos de Norteamérica FDA (Food Drug and
Administration) define a la validacion como una serie de procedimientos que demuestran
que un método es reproducible y confiable para cumplir con el propésito para el cual fue
disefado. En México, la NOM-177-SSA1-2013 establece las pruebas que se deben incluir
en una validacion analitica, las cuales son linealidad, selectividad, limite inferior de

cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud y estabilidad.

28

——
| —



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aproximadamente del 50% de los pacientes que sobrevive tras haber sufrido un
evento de HSA, un 30% sufre de déficits neurolégicos graves a nivel fisico, funcional,
mental y social que afectan su calidad de vida (Rothwell et al., 2009; Cantu-Brito et al.,
2011; Bornstein & Poon, 2012), generando un alto costo econdémico y humano para las
familias de estos pacientes y para las instituciones de salud publica (Horcajadas et al.,
2015; Gonzales-Portillo et al., 2016). Es conocido que la manifestacién clinica inicial
puede ser un factor de prondstico en pacientes con grados IV y V de la escala Hunt &
Hess y grados Ill y IV de la escala Fisher; sin embargo, en los pacientes con grados |, Il
y Il de la escala Hunt & Hess, si como | y Il en la escala Fisher e incluso con un puntaje
alto en la escala de coma Glasgow, puede ocurrir un error en la prediccion del desenlace
clinico de los pacientes debido a complicaciones no detectadas mediante los métodos de
imagen de rutina. Estas complicaciones incluyen edema cerebral, vasoespasmo,
resangrados aneurismaticos, dafno oxidante e inflamacion, las cuales son las principales
causas de mortalidad y morbilidad de esta enfermedad (Barges-Coll et al., 2013; Zhao et
al., 2016). Por lo tanto, se considera que el empleo de las escalas de evaluacion clinica
inicial no suele ser suficiente para establecer un prondstico en estos pacientes, y se
requieren otras alternativas de seguimiento que permitan predecir la presencia de futuras

complicaciones en la salud del paciente.

VI. JUSTIFICACION

La fisiopatologia multifactorial que presenta la HSA, combinada con un pobre
resultado funcional, subraya la necesidad de identificar nuevas alternativas de
diagnéstico y seguimiento capaces de informar a corto, mediano y largo plazo sobre el
estado de salud de pacientes con riesgo de presentar futuras complicaciones
neurolégicas.
Los biomarcadores son considerados como una alternativa de diagndstico en el area
clinica que desempenfian un papel importante en la investigacién biomédica, y que pueden
establecer la presencia y progresion de una enfermedad. Se propone como posibles
biomarcadores de HSA los aminoacidos taurina, arginina, citrulina y glutamato, los cuales
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se encuentran asociados con el flujo sanguineo, edema, respuesta vascular cerebral y
neurotoxicidad.

La concentracion de estos aminoacidos en plasma y su correlacidén con el diagnéstico de
imagen, pruebas clinicas de gabinete, variables ambientales y escalas de evaluacion
clinica (Fisher, Hunt & Hess, coma y desenlace Glasgow), determinaran su potencial uso
como biomarcadores de pronéstico capaces de brindar informacién sobre la posible
aparicién de complicaciones futuras y permitan la aplicaciéon de tratamientos oportunos

segun sea el caso.

VI. HIPOTESIS
En pacientes con hemorragia subaracnoidea, las concentraciones plasmaticas de los
aminoacidos glutamato, taurina, arginina y citrulina determinadas al momento del ingreso
hospitalario, tendran correlacién estadistica con el puntaje obtenido en las escalas de
evaluacion clinica de los pacientes a los 8 meses de su egreso.

Vill. OBJETIVOS

8.1 General
Caracterizar como biomarcadores de prondstico las concentraciones plasmaticas de los
aminoacidos glutamato, taurina, arginina y citrulina en pacientes con hemorragia

subaracnoidea.
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8.2 Especificos

Desarrollar y validar de acuerdo con la NOM-177-SSA-2013 el método para el
andlisis cuantitativo simultdneo en plasma de glutamato, taurina, arginina y
citrulina mediante CLAR-DFL.

Determinar las concentraciones plasmaticas de glutamato, taurina, arginina y
citrulina en pacientes con HSA y sujetos sanos.

Determinar los niveles plasmaticos de nitratos y nitritos (NOx) mediante la
reaccion de Griess en pacientes con HSA y sujetos sanos.

Determinar el grado de correlacién entre las concentraciones plasmaticas de
glutamato, taurina, arginina, citrulina y NOx con el diagnéstico de imagen, las
variables clinicas, ambientales, y con el valor obtenido en las escalas de
evaluacion clinica al momento del ingreso y de 8 meses después.
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METODOLOGIA
9.1 Reactivos y equipo utilizado

9.1.2 Reactivos

Metanol, grado HPLC

Agua desionizada

Acido acético, grado reactivo
Acido perclérico, 70%
Tetrahidrofurano, grado reactivo
Orto-ftalaldehido, grado HPLC

Sulfato de zinc (ZnS0O4), 99%
Cloruro de vanadio Il (VCI3), 99%
Acido clorhidrico (HCI), 36%
Acido fosférico (HsPO4), 85%
Sulfanilamida, 99%
N-(1-naftiléndiamina), 98%

= 2-mercaptoetanol, grado HPLC

9.1.3 Sustancias de referencia

= Acido L-glutdmico, pureza 99%, Sigma Aldrich
= L-citrulina, pureza 99%, Sigma Aldrich

» L-arginina, pureza 99%, Sigma Aldrich

= L-glutamina, pureza 99%, Sigma Aldrich

= Taurina, pureza 99%, Sigma Aldrich

» Nitrato de sodio, pureza 99%, Sigma Aldrich

9.1.4 Equipos e instrumentos
» Ultracentrifuga, marca CRM Globe, modelo Centrificient 11l
= Balanza analitica, marca Sartorius, modelo BA106P
= Ultracongelador, marca Arctiko, modelo UPLTF 90/275
= Vértex, marca Velp Scientifica, modelo RX3
= Sistema CLAR-DFL, marca Agilent Technologies, modelo 1100
» Espectrofotémetro UV/Vis, marca Perkin EImer, modelo Lambda 25
= Refrigerador
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9.2. Validacion del método analitico por CLAR-DFL
9.2.1 Preparacion de soluciones

o Fase movil (buffer de acetatos pH 5.9):

En un vaso de precipitado de 1000 mL que contenia 800 mL de agua desionizada, se
adicionaron 2.9 mL de acido acético y se ajusté a pH 5.9 = 0.05 con hidréxido de sodio
(NaOH), una vez obtenido el pH requerido, se aforé a 1000 mL. De la solucién anterior
de acido acético/agua, se retiraron 15 mL, el volumen retirado fue compensado con
tetrahidrofurano. La solucion obtenida fue filtrada mediante un sistema de filtrado con
bomba de vacio.

o Buffer de boratos 0.3 M:

Se disolvieron 1.8549 g de acido bérico (HsBOs) en 85 mL de agua desionizada y se
ajusté el valor de pH a 9.5 + 0.05 con hidroxido de sodio (NaOH). Una vez obtenido el
pH requerido, se aforé a un volumen de 100 mL.

¢ Reactivo de derivatizacion (OPA):

Se disolvieron 25 mg de O-ftalaldehido (OPA) en 625 pyL de metanol grado HPLC.
Una vez disuelto, se adicionaron 25 yL de B-mercaptoetanol y 5.6 mL del buffer de
boratos 0.3 M pH 5.9 previamente preparado. La solucion fue almacenada bajo
refrigeracion a una temperatura de 4 °C.

¢ Solucidén saturada de carbonato de potasio (K2CO3):

En un vaso de precipitado de 100 mL que contenia 60 mL de agua desionizada, se
agreg6 con agitacién constante carbonato de potasio hasta que éste ya no pudo ser
disuelto. La solucién se dej6 en reposo hasta su completa sedimentacion para la
utilizacion del sobrenadante.

¢ Diluyente de fase movil:

Se mezclaron de buffer de acetatos pH 5.9 y metanol grado HPLC en una proporcién
60/40 (% V/v).
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9.2.2 Preparacion de soluciones stock
» Soluciones stock A. (aminoacidos 166.6 mM):
Se peso el equivalente a 166.6 mM de cada aminoacido de interés (tabla 4), los
cuales fueron disueltos y aforados a 10 mL con agua desionizada. Una vez preparada

cada solucién, se almaceno en refrigeracion a 4 °C.

Tabla 4. Preparacion de las soluciones stock A para el método analitico.

Aminoacido Concentracion Cantidad a pesar (g)
Acido glutamico 166.6 mM 0.2451
Glutamina 166.6 mM 0.2435
Citrulina 166.6 mM 0.2919
Arginina 166.6 mM 0.2902
Taurina 166.6 mM 0.2085

» Solucion stock B (solucion aminoacidos 16.66 mM):

De cada una de las soluciones preparadas en la solucién stock A, se transfirié una
alicuota de 1000 pL (1 mL) a un matraz volumétrico de 10 mL y se aford a volumen con
agua desionizada. Estas soluciones fueron almacenadas en refrigeracion 4 °C.

» Solucioén stock C (solucion aminoacidos 4. 165 mM):

De cada una de las soluciones preparadas a 166.6 mM (solucion stock A), se transfirio
una alicuota de 250 pyL a un matraz volumétrico de 10 mL y se aforé con agua

desionizada. Estas soluciones fueron almacenadas en refrigeracion 4 °C.

9.2.3 Condiciones cromatograficas
Las condiciones cromatograficas para el andlisis de muestras son descritas a
continuacién (tabla 5).
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Tabla 5. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de aminoacidos en plasma

Condiciones cromatograficas

Detector empleado

Espectrometria de fluorescencia.

Columna

Agilent Zorbax Eclipse AAA C18 4.6 mm X 150 mm 3.5um.

Volumen de inyeccidn

20 pL (10 pL de muestray 10 uL de OPA).

Temperatura de trabajo

Temperatura ambiente (=22°C)

Lavado Agua desionizada/metanol (50%/50% v/v)
Tiempo de corrida 15 minutos

Tiempo entre cada inyeccion 4 minutos

Fase movil Gradiente:

A. Buffer acetatos pH 5.9/tetrahidrofurano 1.5%
B. Metanol grado HPLC.

Proporciones de fase movil
Velocidad de | %Disolvente A | %Disolvente B
Tiempo Flujo (Buffer (Metanol)
(min) (mL/min) acetatos pH
5.9)

0.00 0.500 60 40

2.00 0.500 60 40

4.00 0.500 62.40 37.6

8.00 1.150 65.30 34.7
15.00 1.200 1.00 99.0

Tiempos de retencién
aproximados:

Glutamato: 3.8 — 4.1 minutos.
Citrulina: 6.9 — 7.3 minutos.
Arginina: 7.4 — 7.6 minutos.
Taurina: 10.6 — 10.9 minutos.

9.2.4 Condiciones del detector

Para el andlisis cromatografico de los aminoacidos de interés, los pardmetros de

deteccion de la lampara de fluorescencia fueron los siguientes:

e Senal de excitacion: 340 nm

e Senal de emision: 450 nm

9.2.5 Preparacion de curvas de calibracion y puntos control

La curva de calibracidn se preparé a partir de las soluciones stock B y C descritas
anteriormente mediante el método de estandar adicionado. Se evaluaron 7 niveles de
concentracion (tabla 6), los cuales fueron aforados con plasma. De igual manera se
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prepararon 3 puntos control (tabla 7) independientes a los de la curva de calibracion que
corresponden a la muestra control baja (MCB), muestra control medio (MCM) y muestra
control alto (MCA).

Tabla 6. Preparacion de curva de calibracion en plasma de los aminoéacidos glutamato,
glutamina, taurina, citrulina y arginina.

Solucion de trabajo pL de solucion stock B Volumen final Concc_antr’acfién final de
(16.66 mM) aforo (mL) aminoacidos (M)
Concentracion 7 24 5 80
Sl Gl e KL de solucion stock C Volumen final Concc.antr,ac?ién final de
(4.165 mM) aforo (mL) aminoacidos (uM)
Concentracioén 6 48 5 40
Concentracién 5 24 5 20
Concentracion 4 18 5 15
Concentracién 3 12 5 10
Concentracién 2 6 5 5
Concentracion 1 6 25 1

Tabla 7. Preparacién de los puntos control en plasma de los aminodcidos glutamato, glutamina,
taurina, citrulina y arginina.

Solucién de trabaio ML de solucion stock B Volumen final Concentracion final de
I (16.66 mM) aforo (mL) aminoacidos (uM)
MCA 21 5 70
Solucién de trabaio pL de solucion stock C Volumen final Concentracion final de
I (4.165 mM) aforo (mL) aminoacidos (uM)
MCM 36 5 30
MCB 9 5 7.5

9.2.6 Procesamiento de la muestra

La cuantificacion de aminodacidos se realiz6 de acuerdo con las condiciones
cromatograficas descritas anteriormente, empleando como método de extraccién la
precipitacion de proteinas por pH &cido. El procedimiento fue el siguiente, de cada una
de las muestras descritas en las tablas 6 y 7, se tomaron 500 uL y se colocaron en tubos
de ensaye para llevar a cabo el proceso de extraccion. Se adicionaron 50 pyL de acido
perclorico y se agitaron en voértex 30 segundos para desnaturalizar y precipitar las
proteinas del plasma. Para neutralizar la reaccion anterior, se adicionaron 50 pL de
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solucion saturada de carbonato de potasio y se agité en vértex durante 30 segundos. Se
adicionaron 400 pL de fase movil en proporcion inicial como diluyente (60% solucion
buffer acetatos pH 5.9 y 40% metanol), agitando nuevamente 30 segundos. La mezcla
formada fue ultracentrifugada a 14,000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se transfirio
el sobrenadante a viales ambar de 2 mL, los cuales fueron colocados en el sistema de
cromatografia para su posterior inyeccidn bajo las condiciones cromatograficas descritas
en el punto 9.2.3.

9.2.7 Preparacion de los parametros de validacion
Cada pais posee organismos gubernamentales encargados de definir y establecer los
criterios para llevar a cabo las actividades de validacién. En México, la Comisién Federal
para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) a través de la Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA-2013 establece los requisitos para llevar a cabo el andlisis de
muestras bioldgicas, las cuales fueron las siguientes.

o Selectividad:

Se define como la capacidad del método para identificar/cuantificar el o los analitos
de interés en presencia de componentes enddégenos y exdgenos que puedan estar
presentes en la muestra bioldgica de estudio bajo las condiciones exigidas por el método.
La prueba consistié en evaluar y comparar el tiempo de retencién de cada uno de los
aminoacidos de interés presentes en 5 unidades de matriz bioldgica (material biolégico
en el que se encuentra el analito de interés) con estandares preparados a la misma
concentracion en solucion acuosa.

e Linealidad:

Es la capacidad del método analitico para obtener resultados directamente
proporcionales a la concentracién o cantidad del analito adicionado en un intervalo de
trabajo definido. Para su determinacion, se analizaron cuatro curvas de calibracion a siete
niveles de concentracion (tabla 6) dentro de un intervalo de trabajo de 1 uM a 80 uM para
cada uno de los aminoacidos. Las correlaciones se construyeron como ABC vs
concentracion, donde ABC es el area bajo la curva obtenido para cada aminoacido. La
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linealidad se determiné a través del coeficiente de correlacion igual o mayor a 0.99 (r 2
0.99) y se calculd la concentracion recuperada respecto a la concentracion nominal.

e Limite inferior de cuantificacion:

Se define como la concentracién mas baja del analito que puede medirse cumpliendo
con la precision y exactitud, determinada en funcion de las necesidades de cuantificacion
del estudio. Este criterio se determiné por medio del analisis por quintuplicado de la
concentracion mas baja de la curva de calibracion (1 pM) para cada uno de los
aminoacidos.

e Precision:

Refleja la medida en que lo valores de una serie repetida de ensayos analiticos que
se realizan sobre una muestra homogénea son semejantes entre si. La precision se
determina en condiciones repetibles y reproducibles.

o Repetibilidad:

Se establece cuando el mismo analista procesa muestras durante una misma
sesion de trabajo (dia), empleando los mismos reactivos y equipo de cuantificacidén en el
mismo laboratorio. La prueba consistié en preparar por quintuplicado en un mismo dia
de analisis las siguientes muestras control: limite inferior de cuantificacion y los puntos
control bajo, medio y alto (LIC, MCB, MCM y MCA respectivamente). Se calculé la
concentracion obtenida para cada nivel interpolando su respuesta analitica en la curva
de calibracion.

o Reproducibilidad:

La reproducibilidad implica cualquier cambio en las condiciones de trabajo
anteriormente descritas (analista, dia, reactivos, instrumento o laboratorio). La prueba
consistio en analizar tres diferentes corridas analiticas de las siguientes muestras control:
LIC, MCB, MCM y MCA, cada una por quintuplicado en tres diferentes dias de trabajo.
Para cada muestra se calculé la concentracién recuperada interpolando la respuesta
analitica con la curva de calibracion.

o Exactitud:

Describe la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente con el valor del

analito adicionado. De los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculd la
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desviacion de la concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de desviacion)

empleando la siguiente ecuacion:

Concentracion adicionada — Concentracion recuperada>|

% Desv = |100x( - —
Concentracion adicionada

o Estabilidad:

Demuestra las condiciones en las que él o los analitos de interés se mantienen
estables, al menos durante el procedimiento de analisis y almacenamiento (tiempo y
temperatura). Se valuaron dos tipos de estabilidad:

o Estabilidad en el automuestreador:

Se prepararon por triplicado las MCB y MCA, las cuales fueron colocadas en el
automuestreador del equipo cromatografico a temperatura ambiente durante 24 horas.
Posterior a este tiempo, se inyectaron al sistema cromatografico. Se calculd la
concentracion recuperada interpolando la respuesta analitica con la curva de calibracién
preparada el dia del analisis.

o Estabilidad a largo plazo:

Se prepararon por triplicado las MCB y MCA, las cuales fueron almacenadas
durante 60 dias a temperatura de congelacion de -20 °C + 3 °C. Una vez concluido el
tiempo de almacenamiento, se inyectaron al sistema cromatografico. Se calculd la
concentracion recuperada interpolando la respuesta analitica con la curva de calibracién
preparada el dia del analisis y fueron comparadas con las mismas concentraciones

preparadas el dia del analisis.

9.3 Determinacion de la concentraciéon plasmatica de aminoacidos
9.3.1 Diseno del estudio
Se llevoé a cabo un estudio piloto de tipo transversal para la cuantificacién de
aminoacidos, nitratos y nitritos en pacientes con hemorragia subaracnoidea que
ingresaron al &rea de Terapia Endovascular del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNN).
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9.3.2 Poblacion y muestra
Sujetos: Se estudié un grupo de voluntarios sanos y un grupo de pacientes con
diagnéstico de HSA.
Grupo control (Voluntarios sanos): Se incluyé a 12 individuos sanos de poblacion
mexicana.
Grupo de Pacientes: Se captaron 12 pacientes que fueron ingresados al area de terapia
endovascular por diagnéstico de hemorragia subaracnoidea.
De cada paciente se registré la siguiente informacién: género, edad, procedencia,
ocupacion, peso, talla, pruebas clinicas de laboratorio, diagndstico de imagen e historial
clinico.

9.3.3 Criterios de seleccion del estudio

Se obtuvo la autorizacion 086/16 de los comités institucionales de bioética y de

investigacién del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suéarez” para el reclutamiento pacientes con hemorragia subaracnoidea que fueron

ingresados al area de terapia endovascular con base en los siguientes criterios:

9.3.3.1 Criterios de inclusion
Los criterios de inclusion del estudio para cada grupo fue el siguiente:
o Para voluntarios sanos:
- Poblacion mexicana en general que aceptd participar firmando el
consentimiento informado (anexo 1).

- Hombres y mujeres de edad entre 15y 75 anos.

- Indice de masa corporal (IMC) 18.0-27.0 kg/m?

- Individuos sin antecedentes de abuso y dependencia al alcohol,

sustancias psicoactivas o uso crénico de medicamentos.

e Para pacientes
- Poblacién mexicana que haya sido ingresada al area de Terapia
Endovascular del INNN por hemorragia subaracnoidea.
- Pacientes admitidos al INNN dentro de las primeras 24 horas.
- No haber tomado ningun medicamento al menos 8 horas antes.

- No haber recibido algun tipo de tratamiento quirargico.
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- Pacientes que aceptaron participar en el estudio mediante la firma del
consentimiento informado (responsable legal).

- Hombres y mujeres mayores de 15 anos.

9.3.3.2 Criterios de exclusion
Los criterios de exclusion para la realizacion del estudio fueron los siguientes:
e Voluntarios sanos:

- Individuos que no aceptaron participar en el estudio y/o no firmaron el
consentimiento informado.

- Individuos menores de 15 afnos.

- Individuos cuyo IMC sea menor a18.0 o mayor a 27.0 kg/m?

- Individuos que estén bajo algun tipo de tratamiento farmacolégico.

e Pacientes:

- Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.

- Pacientes que no firmaron el consentimiento informado.

- Pacientes menores de 15 anos.

- Pacientes que no hayan sido diagnosticados con hemorragia
subaracnoidea.

- Pacientes que no cumplieron con las condiciones necesarias para la
toma de muestra sanguinea.

- Pacientes con tratamiento farmacolédgico o quirdrgico.

9.3.4 Toma y tratamiento de la muestra

Una vez obtenido el consentimiento informado del paciente con diagnéstico de
hemorragia subaracnoidea y de los voluntarios sanos, se procedi6 a la obtencién de la
muestra biol6gica mediante puncién venosa en tubos con EDTA como anticoagulante (4
mL). Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm para separar el
plasma del paquete globular. Una vez obtenido el plasma, se congeld y almacené a
temperatura de -80°C en ultracongelador hasta su analisis cromatografico.
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Adicionalmente, se llevo a cabo la determinacidén plasmatica del aminoacido glutamina
con las condiciones cromatograficas e intervalo de trabajo descritos anteriormente. La
concentracion plasmatica se calculd mediante la interpolacion de la respuesta analitica

con la curva de calibracion preparada en solucién acuosa.

9.3.5 Aplicacion de la escala de desenlace Glasgow

El empleo de la escala de desenlace Glasgow (del inglés, Glasgow outcome scale)
en pacientes con HSA permitié estandarizar de forma objetiva su grado de recuperacion.
Para ello, se obtuvo informacién de cada paciente mediante la revision de expediente
clinico con previa autorizacion. El cuidador de los pacientes fue localizado mediante
llamada telefénica 8 meses después del ingreso hospitalario y se le encuestd sobre la
autonomia del paciente en la realizacion de actividades cotidianas mediante la aplicacién

de la escala de resultados Glasgow (anexo 2).

9.4 Cuantificacion plasmatica de nitratos y nitritos (NOx)

El método espectrofotométrico empleado para la cuantificacion de NOx, se basa
en la formaciéon de un colorante azo por reaccion de NO2 con la sulfanilamida en
condiciones acidas que posteriormente es revelada con N-(-naftil) etilendiamina (Tsikas,
2007). La preparacion de reactivos y condiciones del equipo se describen a continuacion.

9.4.1 Preparacion de soluciones

e Acido clorhidrico 1 M:

En un matraz volumétrico de 50 mL que contienia 30 mL de agua desionizada, se
agregaron 4.14 mL de HCI al 37 %. La solucion se mezcld y aforé a volumen.

e Solucidén saturada de cloruro de vanadio lli:

En un vaso de precipitado de 100 mL, se colocaron 0.40 g de cloruro de vanadio y
lentamente se adicionaron 50 mL de HCI 1 M, los cuales fueron disueltos con ayuda de
un agitador magnético. La solucion se filtré con membrana de poro de 0.45 um y se
almacend en oscuridad a una temperatura de refrigeracién de 4 °C, siendo estable en
estas condiciones dos semanas.
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e Sulfato de zinc 1M:

En un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron 2.8758 g de sulfato de zinc con
agua desionizada y se aforé a volumen.

¢ Reactivo de Griess:

Se mezclaron en una proporcion 1:1, sulfanilamida al 1% disuelta en acido fosférico
(HPO3) al 5% con 0.1% de N-(1-naftiletiliendiamina). Las soluciones fueron almacenadas
por separado a temperatura de refrigeracion de 4 °C y mezcladas los dias de analisis.

9.4.2 Preparacion de la solucion stock

= Soluciones nitrato de sodio 4.165 mM:

En un matraz volumétrico de 100 mL, se disolvié con agua desionizada 0.0354 g de
nitrato de sodio y se aforé a volumen. La solucién fue almacenada en refrigeracion a 4
°C hasta el dia de analisis.

= Preparacién de la curva de calibracion:

La curva de calibraciéon se preparé a partir de la solucidén stock de nitrato de sodio
4.165 mM. Se evaluaron 6 niveles de concentracién (tabla 8), llevando al aforo con agua
desionizada. Se tomaron 200 uL de muestra de cada punto de la curva, los cuales fueron

procesados como a continuacién se describe.

Tabla 8. Preparacién de la curva de calibracion para la cuantificacion de NOx

‘s . Concentracion final de
‘. . KL de solucién stock Volumen final .
Solucién de trabajo nitratos
(4.165 mM) aforo (mL)
(puM)
Concentracién 1 6 5 5
Concentraciéon 2 12 5 10
Concentracion 3 24 5 20
Concentracion 4 48 5 40
Concentracion 5 72 5 60
Concentracién 6 96 5 80
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9.4.3 Cuantificacion de NOx por espectrofotometria UV/visible

Del plasma obtenido mediante puncién venosa, se tomaron 30 yL que fueron
diluidos en 220 uL de agua desionizada para obtener un volumen total de 250 yL. A este
volumen de muestra, se adicionaron 25 pL de solucién de sulfato de zinc 1 M para
precipitar las proteinas presentes en el plasma, y entre la adicion de cada solucion, se
agitoé durante 20 segundos en vortex, centrifugando a 14,000 rpm durante 7 minutos. Se
tomaron 200 uL del sobrenadante, los cuales fueron transferidos a tubos de ensaye para
llevar a cabo el proceso de reduccion a nitritos mediante la adicién de 200 pL de cloruro
de vanadio lll. Posteriormente, se adicionaron 400 uL de reactivo de Griess, se incubaron
durante 90 minutos a temperatura ambiente y protegidos de la luz para llevar a cabo la
formacion del compuesto. Una vez trascurrido el tiempo, las muestras fueron leidas en
un espectrofotdmetro UV/vis a una longitud de onda de 540 nm. Las absorbancias
obtenidas se registraron y convirtieron a contenido de NOx mediante la extrapolacion en
una curva de calibracion realizada con concentraciones conocidas de nitratos. Los

resultados fueron expresados en unidades micromolar (UM).

9.5 Analisis estadistico

La concentracion plasmatica de cada aminoacido y de nitratos/nitritos (NOx) fue
comparado entre grupos (pacientes y voluntarios sanos) mediante la prueba t de Student.
Las asociaciones entre aminoacidos y NOx con las puntuaciones de las diferentes
escalas de evaluacion clinica (Fisher, Hunt & Hess, coma y desenlace Glasgow) se
evaluaron mediante la correlacién de Spearman. Finalmente, los niveles plasméaticos de
aminoacidos y NOx de acuerdo con el grado obtenido en la escala de coma Glasgow,
fueron analizados mediante una ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett,
tomando al grupo sin afectacion de consciencia como grupo comparativo. Todos los
analisis se llevaron a cabo con el programa estadistico IBM SPSS versién 23 y con una
significancia de p<0.05.
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X. RESULTADOS

10.1 Validacion analitica CLAR-DFL
10.1.1 Selectividad
La evaluacién de 5 unidades de matriz biolégica demostré que el método es capaz de
diferenciar los aminoacidos de interés en presencia de otras sustancias endogenas al
comparar el cromatograma de la figura 5 correspondiente a la mezcla acuosa de
aminoacidos con el cromatograma de la figura 6 que corresponde a la muestra.
No se observo la presencia de interferencias endoégenas en los tiempos de retencién de
los aminoacidos glutamato, glutamina, taurina, arginina y citrulina, de tal forma que el

método es adecuado para la cuantificacién de estos aminoacidos.
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Figura 5. Cromatograma de los aminoécidos Glu, Tau, Cit y Arg en solucidén acuosa
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10.1.1 Linealidad en plasma
Se demostré que el método es lineal al evaluar 4 curvas de calibracion con 7
niveles de concentracion. Se graficaron las é&reas contra las concentraciones,
obteniéndose un coeficiente de determinacion (r?) promedio de 0.9998 para glutamato,
0.9983 para taurina, 0.9999 para citrulina y 0.9998 para arginina (figura 7). Con los
resultados obtenidos de las cuatro curvas, se calculo la relacién de areas promedio, la
desviacion estandar y el porcentaje (%) del coeficiente de variacion.
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Figura 7. Curvas de calibracién de los aminoacidos A) glutamato, B) taurina, C) citrulina y D) arginina.
De los datos de linealidad, se calcul6 la concentracién recuperada y el porcentaje de

desviacion respecto a la concentracion nominal para cada uno de los puntos de la curva
de calibracion (tabla 9).
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Tabla 9. Concentracion recuperada y porcentaje de desviacion promedio
de las curvas de calibracion (%) para la cuantificacién de aminoacidos.

Glutamato
Concentracién Promedio de la concentracion Promedio del % de desviacion
nominal (uM) regas\z’:%ae (gxz)?aiilgr? 4 de las cuatro curvas de calibracion
1 0.98 5.23
5 5.05 3.22
10 9.95 0.68
15 15.69 4.63
20 19.54 2.32
40 39.59 1.33
80 80.19 0.46
Citrulina
1 0.95 8.00
5 5.05 2.32
10 10.27 2.73
15 14.88 1.28
20 20.19 1.26
40 39.41 1.68
80 80.23 1.44
Arginina
1 0.97 12.91
5 4.40 11.95
10 8.67 13.31
15 13.47 10.21
20 17.85 10.73
40 36.00 9.99
80 72.22 9.72
Taurina
1 1.08 9.06
5 5.29 5.72
10 9.24 7.60
15 14.43 3.77
20 19.42 2.89
40 42.42 6.04
80 79.12 1.10

De acuerdo con la NOM-177-SSA1-2013, el método analitico para la cuantificacion
simultanea de glutamato, taurina, arginina y citrulina en plasma es lineal en un intervalo

de concentracion de 1 a 80 uM debido a que el coeficiente de correlacién para cada una
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de las rectas es mayor a 0.99, el porcentaje (%) de desviacion no supera el 20% para el
limite inferior de cuantificacidén y el 15% para los demas puntos de la curva, cumpliendo
con el criterio de aceptacion establecido por la norma.

10.1.3 Limite inferior de cuantificacion
Se evalué por quintuplicado el valor mas bajo de la curva de calibracion, el cual
correspondi6 a la concentracion de 1 uM para cada uno de los aminoacidos evaluados.
Los resultados mostraron un CV de 4.94% para glutamato, 6.37% para taurina, 8.88%

para citrulina y 8.62% para arginina.

10.1.4 Evaluacion de precision y exactitud en las pruebas de repetibilidad
y reproducibilidad
10.1.4.1 Precision en la prueba de repetibilidad
Los datos de la tabla 10 muestran que el método analitico es preciso al realizar las
mediciones en un solo dia de analisis bajo las mismas condiciones de trabajo para los
aminoacidos glutamato, taurina, citrulina y arginina, ya que el % de CV en cada muestra
control fue menor al 15% en las MCB, MCM, MCA y menor del 20% para el LIC.

Tabla 10. Repetibilidad del método para la cuantificacién cromatografica de aminoacidos.

Glutamato
wesia | Soncentacion | Promesio | beswacin | oy
LIC 1 0.89 0.04 4.94
MCB 7.5 7.70 0.18 2.34
MCM 30 31.27 2.04 6.52
MCA 70 70.42 2.23 3.16

Citrulina

LIC 1 1.04 0.09 8.88
MCB 7.5 7.74 0.22 2.89
MCM 30 31.41 2.16 6.87
MCA 70 72.70 2.93 4.03
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Tabla 10. Repetibilidad del método para la cuantificacién de aminoacidos (continuacion).

Arginina
oosta | Corcentacen | Promedo | Pesdacdn | wov
LIC 1 0.99 0.08 8.62
MCB 7.5 7.52 0.36 4.78
MCM 30 32.44 0.97 2.98
MCA 70 73.67 4.60 6.24

Taurina

LIC 1 1.09 0.07 6.37
MCB 7.5 7.19 0.41 5.65
MCM 30 31.23 1.46 4.68
MCA 70 74.21 1.97 2.65

10.1.4.2 Exactitud en la prueba de repetibilidad
En la tabla 11 se muestran los resultados del porcentaje (%) de desviacidon
respecto a la concentracion nominal de los niveles de concentracion evaluados en la
prueba de repetibilidad (LIC, MCB, MCM y MCA) para cada uno de los aminoacidos
analizados. El método es exacto ya que el valor promedio del % de desviacién cumple
con lo establecido por la NOM-177-SSA1-2013, el cual es menor al 20% para el LIC y
menor de 15% para las muestras control bajo, medio y alto.

Tabla 11. Exactitud del método para la cuantificacién de amino&cidos a partir de los datos de
repetibilidad. Se muestra el % de desviacion promedio para cada nivel de concentracién.

Glutamato Citrulina Arginina Taurina
Nivel de_ . Promedio del % de desviacion respecto al valor nominal
concentracion
LIC (1 uM) 11.19 8.32 6.78 6.01
MCB (7.5 uM) 2.78 3.49 3.92 412
MCM (30 uM) 6.53 6.94 8.12 5.18
MCA (70 pM) 2.41 3.98 7.28 9.21
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10.1.4.3 Precisioén en la prueba de reproducibilidad
Se evaluaron 3 corridas analiticas en 3 diferentes dias las siguientes muestras:
LIC, MCB, MCM y MCA cada una por quintuplicado. En la tabla 12 se muestran los
resultados de reproducibilidad, donde se obtuvo un CV menor al 20% para muestras de
LIC y menor al 15% para las MCB, MCM y MCA de cada uno de los aminoécidos.

Tabla 12. Reproducibilidad del método para la cuantificacién de aminoacidos en plasma.
Se muestra el valor promedio obtenido por cada nivel de concentracion (n = 5).

Glutamato
LIC (1 pM) MCB (7.5 pM) MCM (30 pM) MCA (70 pM)
Concentracion
promedio de los 3 1.03 7.60 30.33 71.28
dias de analisis
%CV 6.94 2.74 4.67 3.09
Citrulina
Concentracion
promedio de los 3 1.00 7.55 31.45 71.49
dias de analisis
%CV 10.08 3.51 4.99 2.90
Arginina
Concentracion
promedio de los 3 1.02 7.18 28.29 69.29
dias de analisis
%CV 11.37 5.39 5.12 4.74
Taurina
Concentracion
promedio de los 3 0.99 7.34 31.31 70.85
dias de analisis
%CV 10.54 6.48 7.32 3.58

10.1.4.4 Exactitud en la prueba de reproducibilidad
Los resultados de exactitud de los datos de reproducibilidad se muestran en la
tabla 13. El % de desviacion respecto a la concentracion nominal de las muestras
evaluadas (LIC, MCB, MCM y MCA) se encuentra dentro del criterio de aceptacién
establecido por la NOM-177-SSA1-2013, el cual es menor al 20% para el LIC y menor de
15% para las muestras control bajo, medio y alto.
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Tabla 13. Exactitud del método para la cuantificacion de aminoacidos a partir de los datos de
reproducibilidad. Se muestra el % de desviacién promedio para cada nivel de concentracion.

Glutamato

LIC MCB MCM MCA
1M 7.5 uM 30 pM 70 pM

Promedio de la
desviacion (%DA)
de los 3 dia de
analisis

6.66 2.41 4.07 3.38

Citrulina

Promedio de la
desviacion (%DA)
de los 3 dia de
analisis

8.21 2.86 5.24 2.93

Arginina

Promedio de la
desviacion (%DA)
de los 3 dia de
analisis

10.00 5.51 6.68 4.16

Taurina

Promedio de la
desviacion (%DA)
de los 3 dia de
analisis

8.55 5.60 8.34 3.07

De acuerdo con lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013, se demuestra que el método
para la cuantificaciébn simultdnea de los aminoacidos glutamato, taurina, arginina y

citrulina es preciso y exacto.

10.1.5 Estabilidad
Las evaluaciones de estabilidad fueron establecidas de acuerdo con las
condiciones de trabajo y almacenamiento propuestas para el analisis de aminoacidos en
muestras plasmaticas: estabilidad en automuestreador y estabilidad a largo plazo,
obteniéndose los siguientes resultados.

10.1.5.1 Estabilidad en automuestreador
El % de desviacion respecto al valor nominal fue menor a lo establecido en el
criterio de aceptacion (£ 15%) para cada uno de los aminodcidos evaluados vy
comparados con muestras preparadas el dia del andlisis. Las muestras preparadas
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fueron estables en el automuestreador durante 24 horas a temperatura ambiente (tabla

14). Por lo tanto, cumple con el criterio de aceptacion establecido en la norma.

Tabla 14. Estabilidad de aminoacidos en el automuestreador (24 h, temperatura ambiente).
Se muestra el % de desviacion promedio para cada nivel de concentracion.

. Muestra en el automuestreador, 24
Muestras de referencia horas, T° ambiente
Glutamato Citrulina Arginina | Taurina | Glutamato | Citrulina | Arginina | Taurina
Promedio del %
de desviacion 1.27 4.56 6.15 9.14 2.75 2.55 8.51 3.82
MCB
Promedio del %
de desviacion 3.92 2.13 3.45 2.94 3.62 2.74 8.56 1.29
MCA

10.1.5.2 Estabilidad a largo plazo

Las muestras fueron estables en un periodo de tiempo de 60 dias y a una
temperatura de congelacién de -20 °C, donde el % de desviacion respecto al valor

nominal fue menor del 15% para cada uno de los aminoacidos evaluados y comparados

con muestras preparadas el dia del andlisis (tabla 15).

Tabla 15. Estabilidad de aminoéacidos a largo plazo (60 dias, -20 °C). Se muestra el % de
desviacion promedio para cada nivel de concentracién.

. Muestra en el automuestreador, 24
Muestras de referencia horas, T° ambiente
Glutamato Citrulina Arginina | Taurina | Glutamato | Citrulina | Arginina | Taurina
Promedio del %
de desviacion 11.46 4.50 4.90 9.92 6.10 7.0 10.50 | 10.10
MCB
Promedio del %
de desviacion 5.47 11.04 7.11 3.61 7.25 12.42 6.37 3.44
MCA

10.2 Cuantificacion plasmatica de aminoacidos

10.2.1 Caracteristicas clinicas de los pacientes

Durante el periodo comprendido de febrero a junio de 2017, se reclutaron 12

pacientes con diagnéstico de HSA que fueron ingresados al &rea de terapia endovascular

del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” y 12
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voluntarios sanos. En la distribucién por género de pacientes, 7 fueron mujeres (58%) y
5 hombres (42%) con una edad media general de 53.91 + 4.84 anos. Por otra parte, la
edad media de los voluntarios sanos fue de 42.58 + 3.35 afos, e incluian 5 mujeres (42%)
y 7 hombres (58%). La distribucion de pacientes de acuerdo con el grado obtenido en las
evaluaciones clinicas de Fisher, Hunt & Hess, coma y desenlace Glasgow se muestran
en la siguiente tabla (tabla 16).

Tabla 16. Caracteristicas generales de los pacientes con HSA (N = 12).

Variables \ n Variables n
Género Coma Glasgow
Hombres 5 Normal 1
Mujeres 7 Moderado 7
Escala Fisher Coma
Grado 1 1 Desenlace Glasgow
Grado 2 1 Muerte 1
Grado 3 4 Estado vegetativo 0
Grado 4 6 Discapacidad grave 2
Escala Hunt y Hess Discapacidad moderada 7
Grado 1 2 Buena recuperacion 1
Grado 2 7
Grado 3 2
Grado 4 1

10.2.2 Niveles plasmaticos de los aminoacidos
El método analitico validado para la cuantificacién simultanea de los aminoacidos
glutamato, taurina, arginina y citrulina en plasma fue utilizado para el analisis de muestras
en pacientes con HSA y voluntarios sanos. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes:

10.2.2.1 Glutamato
La concentracidn plasmética de glutamato (figura 8) en pacientes fue mayor (17.72
+ 1.60 mmol/L) en comparacion con la concentracion obtenida en los voluntarios sanos
(10.10 £ 1.11 mmol/L), estadisticamente significativa (prueba t de Student, * p<0.05).
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Figura 8. Concentracién plasmatica de glutamato en pacientes con HSA y voluntarios sanos.
Prueba t de Student (* p<0.05, n = 12 por grupo).

102.2.2 Glutamina
Adicionalmente, se llevo a cabo la determinacién plasmatica de glutamina debido
a su importancia como reservorio de glutamato. La concentracidon plasmatica de
glutamina en pacientes fue de 438.9 £+ 28.04 mmol/L y en los voluntarios sanos de 472.4

+ 17.05 mmol/L (figura 9). Dicha diferencia no fue estadisticamente significativa (prueba
t de Student, * p<0.05).
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Figura 9. Concentracion plasmatica de glutamina en pacientes con HSA y voluntarios sanos. No
se observo diferencia estadisticamente significativa (* p<0.05, n = 12 por grupo).
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10.2.2.3 Cociente glutamina/glutamato
Al comparar el cociente concentracidn de glutamina/cociente de glutamato (figura
10) como una estimacién de la proporcién de glutamato transformado a glutamina, se
observé que en los pacientes fue significativamente menor (24.14 = 2.44 mmol/L) en
comparacién con el cociente plasmatico de los voluntarios sanos (39.18 + 6.51 mmol/L),

siendo estadisticamente significativo (prueba t de Student, * p<0.05).
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Figura 10. Cociente plasmatico concentracion de glutamina/concentracién de glutamato en
pacientes con HSA y voluntarios sanos. Prueba t de Student (* p<0.05, n = 12 por grupo).

10.2.2.4 Taurina
La concentracién plasmatica de taurina (figura 11) en pacientes fue de 53.24 *
7.34 mmol/L, mientras que en los voluntarios sanos fue de 68.1063 + 3.61 mmol/L, y
aunque se observa una tendencia a la disminucion de la concentracién de dicho
aminoacido en los pacientes, no existe diferencia significativa (prueba t de Student, *
p<0.05).
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Figura 11. Concentracion plasmatica de taurina en pacientes con HSA y voluntarios sanos. No
se observo diferencia estadisticamente significativa (* p<0.05, n = 12 por grupo).

10.2.2.5 Arginina
En la comparacion plasmatica del aminoacido arginina (figura 12), se observé que
la concentracion plasmatica de este aminoacido fue menor en los pacientes (58.40 + 4.25
mmol/L) en comparacidn con los voluntarios sanos (92.90 £ 8.77 mmol/L), mostrando una

diferencia con significancia estadistica (prueba t de Student, * p<0.05).
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Figura 12. Concentracion plasmatica de arginina en pacientes con HSA y voluntarios sanos.
Prueba t de Student (* p<0.05, n = 12 por grupo).

10.2.2.6 Citrulina
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En el aminoacido citrulina (figura 13), se observd que la concentracidon plasmatica
de este aminoacido en pacientes fue menor (27.09 + 2.15 mmol/L) en comparacién con
la concentracion plasmatica en voluntarios sanos (35.67 £ 1.51 mmol/L), mostrando una

diferencia con significancia estadistica (prueba t de Student, * p<0.05).
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Figura 13. Concentracion plasmatica de citrulina en pacientes con HSA y voluntarios sanos.
Prueba t de Student (* p<0.05, n = 12 por grupo).

10.3 Cuantificacion plasmatica de NOx

Del plasma obtenido de los pacientes y voluntarios sanos, se realiz6 el analisis de
NOx mediante espectrofotometria UV/vis (figura 14). Se encontré que la concentracidn
en pacientes fue menor (31.72 £ 2.50 umol/L) en comparacion con los voluntarios (46.55
+ 5.95 umol/L), siendo estadisticamente significativo (prueba t de Student, * p<0.05).
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Figura 14. Concentracién plasméatica de NOx en pacientes con HSA y voluntarios sanos. Prueba
t de Student (* p<0.05, n = 12 por grupo).

10.4 Caracterizacion de aminoacidos como posibles biomarcadores
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10.4.1 Estudio de correlacion
Para determinar el poder predictivo de los aminoacidos como biomarcadores de
pronostico en pacientes con HSA, se llevé a cabo el estudio de correlacion de las
concentraciones plasmaticas de los aminodacidos de interés y NOx con el puntaje de las
escalas de avaluacion clinica inicial Fisher, Hunt & Hess, coma y desenlace Glasgow. En
latabla 17, se muestra el grado de correlacion obtenido para cada uno de los aminoacidos
con cada una de las escalas clinicas. No se observd correlacion estadisticamente

significativa (p < 0.05).

Tabla 17. Resultados del analisis de correlacion de los aminoacidos con las escalas de
evaluacién clinica. Se muestra el valor de p obtenido para cada correlacién.

Escalas de evaluacion
Bt . Coma Glasgow Coma Glasgow Desenlace
Aminoacido Fisher Hunt y Hess inicial final (8 meses) Glasgow
Significancia estadistica (p)

Citrulina 0.851 0.716 0.648 0.413 0.348

Arginina 0.248 0.636 0.640 0.879 0.190

Taurina 0.135 0.334 0.404 0.697 0.716

Glutamato 0.962 0.107 0.730 0.123 0.518

Glutamina 0.342 0.375 0.437 0.781 0.273
Cociente

GIn/Glu 0.099 0.567 0.638 0.351 0.763

NOx 0.355 0.158 0.523 0.421 0.471

A pesar de no haber observado correlacidon estadisticamente significativa, la afectacion
del estado de consciencia también puede proporcionar un indicio del estado clinico inicial
del paciente. Por lo tanto, se grafic6 y analiz6 el resultado obtenido de las
concentraciones plasmaticas de cada aminoacido, asi como de los NOx en pacientes con
HSA con el puntaje obtenido en la escala de evaluacion clinica coma Glasgow al inicio y
a los 8 meses posteriores a su egreso hospitalario, los cuales fueron comparados con las
concentraciones plasmaticas de voluntarios sanos.
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10.4.2 Niveles plasmaticos de aminoacidos y su relacion con el estado

de consciencia inicial
La escala de coma Glasgow, es una herramienta de aplicacion neurolégica que
permite establecer el estado de consciencia de una persona mediante la calificacién de
tres pardmetros: apertura ocular, respuesta verbal y respuesta motora. El puntaje mas
bajo que se puede obtener es 3, y significa pérdida total de la consciencia, un puntaje de
4 a 14 denota una pérdida parcial de la consciencia y, un puntaje de 15 significa que no
hay afectacion del estado de consciencia. De acuerdo con esta jerarquizacién, se
compard la concentracion plasmatica de cada aminoacido, asi como de los NOx en

pacientes con HSA contra las concentraciones de voluntarios sanos.

10.4.2.1 Glutamato

La concentracion plasmatica del aminoacido glutamato (figura 15) de acuerdo con
el estado de consciencia evaluado con la escala de coma Glasgow, se observd
aumentada de manera significativa en aquellos pacientes que ingresaron al hospital con
una pérdida parcial de la consciencia. En pacientes que presentaron pérdida total,
aunque tuvieron una tendencia al incremento, no mostraron diferencia significativa al ser
ambos grupos comparados con los voluntarios sanos (ANOVA de una via, prueba post
hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 15. Concentracion plasmatica de glutamato de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin
afectacién de la consciencia como grupo comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett.

(* p<0.05).
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10.4.2.2 Glutamina
Al comparar las concentraciones plasmaticas del aminoacido glutamina de los
pacientes con pérdida parcial o total del estado de consciencia con respecto a la
concentracion de los voluntarios sanos (figura 16), no se observé ninguna diferencia
significativa (ANOVA de una via, * p<0.05).
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Figura 16. Concentracion plasmatica de glutamina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con HSA y voluntarios sanos. No se
observo diferencia estadisticamente significativa. ANOVA de una via (* p<0.05).

10.4.2.3 Cociente glutamina/glutamato
Al comparar los cocientes promedio de la concentracion de
glutamina/concentracion de glutamato de los pacientes con los voluntarios sanos (figura
17), se observa una tendencia a la disminucién de dicho cociente en los pacientes con
pérdida parcial o total de la consciencia; sin embargo, no fue estadisticamente
significativo (ANOVA de una via, * p<0.05).
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Figura 17. Concentracion plasméatica del cociente glutamina/glutamato de acuerdo con el estado
de consciencia evaluado mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con HSA vy
voluntarios sanos. No se observé diferencia estadisticamente significativa. ANOVA de una via.
(* p<0.05).

10.4.2.4 Taurina
La concentracion plasmatica de taurina (figura 18), se encontré disminuida de
manera estadisticamente significativa en aquellos pacientes que mostraron una pérdida
parcial de la consciencia; sin embargo, en los pacientes que mostraron la pérdida total
de la consciencia, se observd una concentracion similar a la determinada en los

voluntarios sanos (ANOVA de una via, prueba post hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 18. Concentracion plasmatica de taurina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin
afectacion de la consciencia como grupo comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett.

(* p<0.05).
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10.4.2.5 Arginina
En la comparacion del aminoacido arginina (figura 19), se observé una disminucién
significativa en la concentracién plasmatica encontrada tanto en los pacientes con
pérdida parcial de la consciencia, asi como en los pacientes que mostraron pérdida total

al ser comparados con el grupo de voluntarios sanos (ANOVA de una via, prueba post
hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 19. Concentracion plasmatica de arginina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin
afectacién de la consciencia como grupo comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett.

(* p<0.05).

10.4.2.6 Citrulina
En los pacientes que ingresaron al hospital con una pérdida parcial de la
consciencia, pudo observarse una disminucion significativa en la concentracion
plasmatica de citrulina con respecto a la concentracién del grupo de voluntarios sanos
(figura 20); sin embargo, en aquellos que a su ingreso mostraron una pérdida total de la
consciencia, no alcanzaron significancia en su disminuciéon con respecto al grupo de
voluntarios (ANOVA de una via, prueba post hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 20. Concentracién plasmatica de citrulina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin
afectacién de la consciencia como grupo comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett

(* p<0.05).

10.4.2.7 Nitratos/nitritos (NOx)

En el analisis de NOx (figura 21), se observo una disminucion estadisticamente
significativa en el grupo de pacientes con pérdida parcial de la consciencia al ser
comparados con voluntarios sanos que no presentaron afectacion de la consciencia.
Aunque los pacientes con una pérdida total mostraron una tendencia a disminuir la
concentracion plasmatica del aminoacido, no existié significancia estadistica con

respecto a los voluntarios sanos (ANOVA de una via, prueba post hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 21. Concentracion plasmatica de NOx de acuerdo con el estado de consciencia evaluado
mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin afectacion
de la consciencia como grupo comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett (* p<0.05).
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10.4.3 Niveles plasmaticos de aminoacidos y su relacion con el estado

de consciencia 8 meses después del egreso hospitalario
La aplicacion de la escala de coma Glasgow en exploraciones repetidas permite
realizar un seguimiento de las fluctuaciones del estado de consciencia, por lo tanto 8
meses después del egreso hospitalario, los pacientes o sus cuidadores fueron
contactados mediante una llamada telefénica para su aplicacion por segunda ocasion. El
puntaje obtenido se jerarquizé nuevamente en pérdida total de la consciencia, pérdida
parcial o sin afectacién del estado de consciencia, y de acuerdo con esta categorizacion,
se comparod la concentracion plasmatica de aminoacidos y NOx de pacientes con HSA
que se determind con la muestra obtenida al ingreso hospitalario contra las

concentraciones plasmaticas de los voluntarios sanos.

10.4.3.1 Glutamato

Al realizar la comparaciéon de la concentracion plasmatica del aminoéacido
glutamato (figura 22), se observé un aumento estadisticamente significativo en los
pacientes con pérdida parcial de la consciencia con respecto al grupo de voluntarios,
mientras que los pacientes que no mostraron ningin compromiso de su estado de
consciencia 8 meses después del evento hemorragico, la concentracién promedio del
aminoacido fue similar a la del grupo de voluntarios sanos (ANOVA de una via, prueba
post hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 22. Concentracion plasmatica de glutamato de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado 8 meses después del egreso hospitalario mediante la escala de coma Glasgow en
pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin afectacibn de la consciencia como grupo
comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett (* p<0.05).




10.4.3.2 Glutamina
La concentracion plasmatica del aminoacido glutamina (figura 23), no fue diferente
estadisticamente al realizar la comparacién entre los pacientes completamente

conscientes, aquellos con una pérdida parcial de la consciencia y los voluntarios sanos
(ANOVA de una via, * p<0.05).
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Figura 23. Concentracion plasmatica de glutamina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado 8 meses después del egreso hospitalario mediante la escala de coma Glasgow en
pacientes con HSA y voluntarios sanos. No se observo diferencia estadisticamente significativa.
ANOVA de una via (* p<0.05).

10.4.3.3 Cociente glutamina/glutamato
Al analizar los resultados obtenidos del cociente plasmatico glutamina/glutamato
(figura 24), no se observé diferencia estadisticamente significativa al comparar los grupos
de pacientes con o sin compromiso del estado de consciencia con respecto a los
voluntarios sanos (ANOVA de una via, * p<0.05).
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Figura 24. Concentracién plasmatica del cociente glutamina/glutamato de acuerdo con el estado
de consciencia evaluado 8 meses después del egreso hospitalario mediante la escala de coma
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Glasgow en pacientes con HSA y voluntarios sanos. No se observo diferencia estadisticamente
significativa. ANOVA de una via (* p<0.05).

10.4.3.4 Taurina

En la concentracidn plasmatica del aminoacido taurina (figura 25), no se

observaron diferencias significativas al realizar la comparacién entre los grupos de

pacientes con o sin compromiso del estado de consciencia con la concentracion

observada en los voluntarios sanos (ANOVA de una via, * p<0.05).
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Figura 25. Concentracion plasmatica de taurina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado 8 meses después del egreso hospitalario mediante la escala de coma Glasgow en
pacientes con HSA y voluntarios sanos. No se observé diferencia estadisticamente significativa

ANOVA de una via (* p<0.05).

10.4.3.5 Arginina

Con respecto a la concentracién del aminoacido arginina (figura 26), se observo

una disminucién estadisticamente significativa en la concentracién plasmética de

pacientes con pérdida parcial de la consciencia y, sin embargo, en pacientes conscientes

no hubo diferencia en la concentracion observada al ser comparada con la obtenida en

el grupo de voluntarios sanos (ANOVA de una via, prueba post hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 26. Concentracion plasmatica de arginina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado 8 meses después del egreso hospitalario mediante la escala de coma Glasgow en
pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin afectacibn de la consciencia como grupo
comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett (* p<0.05).

10.4.3.6 Citrulina
Al realizar la comparacién de la concentracion plasmatica del aminoacido citrulina
(figura 27), se observé una disminucion estadisticamente significativa en aquellos
pacientes con una pérdida parcial de la consciencia y no asi en pacientes conscientes al
ser comparados con el grupo de voluntarios sanos (ANOVA de una via, prueba post hoc
Dunnett, * p<0.05).
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Figura 27. Concentracién plasmatica de citrulina de acuerdo con el estado de consciencia
evaluado 8 meses después del egreso hospitalario mediante la escala de coma Glasgow en
pacientes con HSA y voluntarios sanos (sin afectacién de la consciencia como grupo
comparativo). ANOVA de una via, post hoc Dunnett (* p<0.05).




10.4.3.7 Nitratos/nitritos (NOx)

Al realizar el analisis de los datos de la determinacién plasmatica de NOx (figura
28), se observé una disminucién estadisticamente significativa en el grupo de pacientes
qgue conservaban una pérdida parcial de la consciencia 8 meses después del evento con
respecto al grupo de voluntarios. Aquellos pacientes que no mostraron compromiso
alguno de su estado de consciencia en la Gltima aplicacion de la escala de coma Glasgow,
a pesar de mostrar una tendencia a la disminucioén, ésta no fue con respecto a los
voluntarios (ANOVA de una via, prueba post hoc Dunnett, * p<0.05).
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Figura 28. Concentracion plasmética de NOx de acuerdo con el estado de consciencia evaluado
8 meses después del egreso hospitalario mediante la escala de coma Glasgow en pacientes con
HSA y voluntarios sanos (sin afectacion de la consciencia como grupo comparativo). ANOVA de
una via, post hoc Dunnett (* p<0.05).
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Xl.  DISCUSION DE RESULTADOS

11.1 Validacion del método cromatografico para la cuantificacion de
aminoacidos
El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar las concentraciones plasmaticas
de los aminoacidos glutamato, taurina, arginina y citrulina como posibles biomarcadores
de prondstico en pacientes con HSA. Para ello, fue importante garantizar la correcta
medicion de estos aminodcidos a traves de la validacién del método analitico por
cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccién de fluorescencia (CLAR-DFL)
bajo los lineamientos establecidos en la NOM-177-SSA1-2013, cuya aplicabilidad es
obligatoria para el analisis de muestras biolégicas en territorio nacional.

Los aminoacidos son moléculas carentes de fluorescencia intrinseca; sin embargo, la
CLAR-DFL ha sido una de las técnicas mas empleadas para su determinacién debido a
que estos analitos son capaces de reaccionar quimicamente con moléculas especificas
(derivatizacidon) que pueden detectarse facilmente mediante un detector de fluorescencia,
y separarse por una columna de fase reversa en tiempos de retencion especificos
(Perucho et al., 2015). El agente mas utilizado y aceptado para la derivatizacidén
fluorescente de aminoacidos precolumna, es el o-ftalaldehido (OPA) en presencia del 2-
mercaptoetanol (2-MER), ambos compuestos reaccionan facilmente con grupos amino
para formar derivados isoindoles (figura 29), productos altamente fluorescentes cuando
se encuentran en exceso de tioles (Molnar-Perl, 2001; Frank & Powers, 2007; Hacko et
al., 2007). Las longitudes de onda de excitacion (Aex) y emision (Aem) empleadas para la
monitorizacién de la fluorescencia generalmente oscilan en un intervalo de 200 a 360 nm
y 420 a 455 nm respectivamente, las cuales dependen del equipo y columna
cromatografica utilizada por cada autor (Molnar-Perl, 2011).

S-CH,-CH,-OH
CHO
HO-CHy-CH,-SH _—
+  OPAR2MER — R
CHO R- NH, S

Isoindol sustituido
fluorescente

Figura 29. Reaccion de derivatizacion fluorescente de aminoacidos con OPA/2MER.
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La metodologia de CLAR-DFL con OPA/2MER se ha empleado para la determinacion de
aminoacidos en muestras bioldgicas tales como plasma, liquido cefalorraquideo e incluso
tejido (Barges-Coll et al., 2013; Alkaitis et al., 2016; Wu et al., 2016; Cui et al., 2017). La
adaptacién a un nuevo laboratorio de trabajo implica demostrar que cumple con el
objetivo para el que fue desarrollado mediante su comprobacién a través de una
validacion analitica, la cual consisti6 en realizar una serie de procedimientos que
demostraron la reproducibilidad y confiabilidad del método bajo los criterios y requisitos
establecidos en la normatividad mexicana (NOM-177-SSA1-2013). En el parametro de
selectividad, se evalué la capacidad del método para diferenciar y cuantificar los analitos
de interés en presencia de compuestos enddgenos que pudieran estar presentes en la
muestra biolégica. Para ello, se compararon los tiempos de retencidén (tr) de los
aminoacidos evaluados, los cuales fueron los siguientes: glutamato de 3.8-4.1 min,
citrulina 6.9-7.3 min, arginina 7.4-7.6 min y taurina 10.6-10.9 min del cromatograma
correspondiente a la muestra (figura 6) con el cromatograma obtenido en solucién acuosa
(figura 5). Ademas de observar que los tr corresponden a cada uno de los analitos, no se
observaron interferencias de otros picos en los tr correspondiente a cada aminoacido, los
cuales fueron cuantificados con precision y exactitud, indicando que el método es

especifico para su andlisis.

Al evaluar la linealidad del método, los coeficientes de determinacion (r?) obtenidos en el
intervalo de trabajo del uM a 80 uM fueron de 0.9998 para glutamato, 0.9999 para
citrulina, 0.9998 para arginina y 0.9983 para taurina (tabla 9). Adicionalmente, la
concentracion recuperada en cada punto evaluado de la curva de calibracion se encontro
dentro del 20% del intervalo de variacién con respecto a la concentracion nominal para
el punto méas bajo de la curva y del 15% para los demas niveles (tabla 10). De esta manera
se demostrd que el método es lineal, es decir que la sefal generada por el detector de
fluorescencia es directamente proporcional a la concentracidén de los analitos de interés

dentro del intervalo de trabajo establecido.
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El limite inferior de cuantificacién (LIC) se evalud con el punto mas bajo de la curva de
calibracién (1 uM), obteniendo un CV menor al 20% en la concentracién recuperada para
cada aminoacido de interés, demostrando que dicha concentracion puede cuantificarse

con precisién y exactitud.

Los parametros de precision y exactitud se evaluaron intra e interdia mediante las
pruebas de repetibilidad y reproducibilidad expresadas en forma de porcentaje del
coeficiente de variacion (%CV) y en porcentaje de desviacién absoluta con respecto a la
concentracion nominal respectivamente.

Los resultados de precisidon y exactitud de la prueba de repetibilidad se muestran en las
tablas 11 y 12, y en las tablas 13 y 14 los correspondientes a la prueba de
reproducibilidad. El método es preciso y exacto tanto intradia como interdia, ya que los
CV y los % de desviacion fueron < 20% para el LIC, asi como < 15% para las MCB, MCM
y MCA bajo las mismas condiciones de trabajo realizadas en un solo dia de analisis
(tablas 11 y 12) como en tres diferentes dias (tablas 13 y 14). Lo anterior demuestra que
los errores aleatorios y sistematicos que pudieron estar presentes en la ejecucion del
método no afectan su desemperio ni la confiabilidad de los resultados que se pueden
obtener a través de este, indicando que el método es adecuado para la cuantificacion de

los aminoécidos de interés.

Las pruebas de estabilidad se evaluaron con base en las condiciones de trabajo y de
almacenamiento de las muestras plasmaticas. Los resultados de la tabla 15, muestran
que los aminoacidos de interés fueron estables al permanecer en automuestreador a
temperatura ambiente durante 24 horas y en los datos de la tabla 16, se demuestra la
estabilidad de los analitos a una temperatura de almacenamiento de -20°C evaluada
durante 60 dias. Estos resultados muestran que los aminoacidos no se degradaron,
conservando sus caracteristicas durante su almacenamiento, es decir desde el momento
del muestreo hasta su respectivo analisis cromatogréfico, incluyendo el tiempo de la
corrida analitica.
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11.2 Determinacion de aminoacidos en plasma

Una vez concluida la validacion del método analitico, éste se utilizdé para la
cuantificacion de aminoacidos de 12 muestras plasmaticas provenientes de pacientes
con HSA (7 mujeres y 5 hombres con una edad promedio de 53.91 + 4.84 afnos) y 12
muestras de voluntarios sanos (5 mujeres y 7 hombres, edad promedio de 42.58 + 3.45
anos). Las concentraciones de aminoacidos en ambos grupos fueron comparadas con el
objetivo de establecer la relevancia de cada analito en la poblacién de estudio.
A partir de los resultados del andlisis, se detectdé un aumento en la concentracion
plasmatica de glutamato en los pacientes con HSA en comparacion con los voluntarios
sanos (figura 8). Estos resultados concuerdan con otros estudios realizados en pacientes
con accidente vascular cerebral, en los que se informa que este aminoacido es un potente
predictor de la lesion durante la fase aguda (Castillo et al., 1997; Aliprandi et al., 2005).
También, en modelos animales se ha observado el aumento de glutamato aunado a una
disminucién de su transportador GLT-1 (Yang et al, 2014). El aumento en la
concentracion de glutamato puede deberse al proceso isquémico resultante tras un
evento de HSA, el cual conduce a la alteracién de los procesos energéticos que son
indispensables para la homeostasis del cerebro. Las bombas disfuncionales de iones
dependientes de ATP desequilibran la homeostasis de los iones sodio, calcio y potasio,
liberando de forma excesiva glutamato en sitios sinapticos y extrasinapticos (Farooqui et
al., 2008; Lai et al., 2014; Sahu et al., 2017). Una vez que se libera glutamato al espacio
sinaptico, éste es transportado a los astrocitos para reciclar el grupo amino mediante su
reaccion con el amoniaco y formar glutamina a través de la enzima glutamina sintetasa,
la cual se convierte nuevamente a glutamato en la neurona por accién de la glutaminasa,
formando el ciclo de la glutamina, cuya accion es la regulacion metabdlica del glutamato
(Siegel et al., 2005). Debido a esta funcién como reservorio, se propuso la determinacién
de glutamina en los pacientes y sujetos sanos como un indicador adicional. Se encontré
gue la concentracién plasmatica de glutamina tanto en pacientes como en los voluntarios
fue similar, no se observd una diferencia significativa (figura 9). Este resultado
probablemente se debe al proceso isquémico que se favorece al comienzo del evento
hemorragico, el cual resulta en la liberacion excesiva de glutamato y en la disminucién

de la actividad de su transportador en las células gliales (GLT-1), tal como se ha reportado
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en modelos animales (Yang et al., 2014). Por otra parte, en estudios de microdialisis
realizados en pacientes con HSA en los que se cuantificd glutamina mediante CLAR-
DFL, se report6 un aumento de este aminoacido al final del muestreo de 112 horas,
probablemente como consecuencia de una liberacién y captacién lenta desde el espacio
intersticial, la cual depende en gran media, de los gradientes de concentracidn a traves
de las membranas celulares de las neuronas y astrocitos (Samuelsson et al., 2007; Jung
et al., 2013).

El ciclo de la glutamina representa aproximadamente el 40% de la tasa de recambio de
glutamato, lo que significa que casi la mitad de este aminoacido formado en las neuronas
se transfiere a las células gliales (Siegel et al, 2005). La relacion plasmatica
glutamina/glutamato (GIn/Glu), se puede tomar como una estimacién del glutamato
convertido a glutamina (Samuelsson et al.,, 2007). En los resultados de este trabajo la
relacion GIn/Glu se encontré disminuida en los pacientes (figura 10), denotando una
disminucion en la conversién de glutamato a glutamina. La interconversion Gin/Glu es
regulada por la acciébn de dos enzimas, la glutamina sintetasa dependiente de ATP
expresada por células gliales y la glutaminasa, una enzima mitocondrial presente
principalmente en las neuronas (Broer & Brookes, 2001; Krajewski et al., 2008). Por lo
tanto, también podria ser posible que la disminucién observada en la relacion GIn/Glu se
deba al desequilibrio de la actividad de estas enzimas, tal como se observé en un estudio

de evaluacién de metabolitos cerebrales en pacientes con HSA (Wagner et al., 2013).

Por otra parte, la taurina es un osmolito organico que se encuentra implicado en la
hinchazén astrocitaria observada en el edema cerebral tras un evento de HSA, ya que
regula el volumen neuronal mediante su absorcién o liberacién al espacio extracelular
(Barges-Coll et al., 2013). En comparacion con los niveles plasmaticos de los sujetos
sanos, en nuestro estudio se observd una tendencia no significativa a la disminucién de
su concentracion en los pacientes (figura 11). Esto probablemente podria indicar que los
pacientes no presentaron edema cerebral al momento de la toma de muestra, ya que en
un estudio de seguimiento realizado en pacientes con HSA no se observé un cambio

significativo en la concentracion de taurina extracelular durante las primeras horas del
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evento, incluso durante los primeros tres dias (Zetterling et al., 2009). Otra explicacion
podria estar relacionada con la respuesta adaptativa que tiene la neurona sobre la
formacién del edema, debido a que la movilizacion de osmolitos es inicialmente de K+ y
Cl durante las primeras horas, seguido de la disminucién gradual de los osmolitos
organicos (Pasantes et., al 2002), existiendo una relacion inversa entre las
concentraciones de taurina y de K* (Barges et al., 2013).

El 6xido nitrico (NO) ademas de ser la principal molécula vasodilatadora del organismo,
mantiene la funcién endotelial inhibiendo la agregacién plaquetaria y adhesidn
leucocitaria (lgbal et al., 2016). El NO se produce a partir del aminoacido L-arginina
mediante una reaccion catalizada por la sintasa del NO (NOS), formando NO y citrulina
en cantidades equimolares (Pérez-Neri, 2015). Sin embargo, es una molécula dificil de
cuantificar debido a su corta vida media en sistemas bioldgicos (alrededor de 10 s, 0
hasta 50 s), por esto, tanto la arginina como citrulina se pueden utilizar como marcadores
de la sintesis del 6xido nitrico (Ellis et al., 1998). En los resultados de este proyecto se
encontraron disminuidas las concentraciones plasmaticas de arginina y citrulina en los
pacientes (figuras 12 y 13 respectivamente). Este comportamiento se ha informado en
pacientes con episodio de apoplejia en los que existen niveles bajos de arginina
plasmatica (Koga et al., 2010), asi como en aquellos que presentan enfermedades
mitocondriales donde la produccion de ATP se deteriora al igual que en el evento
hemorragico para llevar a cabo la sintesis de citrulina (Naini et al, 2005). Respecto a los
marcadores de la actividad de la NOS, los nitratos y nitritos (NOx) son utilizados con
mayor frecuencia en estudios in vivo como un indice de produccién de NO en todo el
organismo debido al equilibrio dinamico que presenta con todos los 6rganos y fluidos
intersticiales (Giustarini et al., 2008). En su determinacién, se observé una disminucién
de NOx plasmatica en los pacientes (figura 14). Como se ha mencionado, el ensayo de
NOx es un indicativo indirecto del NO, cuya produccién puede ser catalizada por tres
isoformas de la NOS, dos de ellas se expresan de forma constitutiva por células
endoteliales y neuronales (NOSn y NOSe) y una inducida (NOSi) por células que
participan en la respuesta inmune, entre ellos macréfagos, microglia y astrocitos (Pérez-

Neri, 2015). Tras un evento de HSA, se produce un aumento en la presion intracraneal
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provocando un vasoespasmo, la formacidn de éste, se asocia con una reduccion del 40%
en la produccion de NO en células endoteliales y neuronales (Igbal, 2016). La disminucién
del NO también puede deberse a la liberacibn de hemoglobinas ferrosas
(oxihemoglobina, oxi-Hb y desoxihemoglobina) que, tras la extravasacién de los
eritrocitos, eliminan el NO en circulacién, incluso la oxi-Hb promueve la muerte de
neuronas que expresan la NOSn. Las hemoglobinas ferrosas que eliminan al NO, se
oxidan a metahemoglobina y posteriormente se transforma a bilirrubina y biliverdina por
accion de la hemo oxigenasa, que a su vez favorece la sintesis de inhibidores enddégenos
de NOSe como la dimetil arginina simétrica y se promueve la expresion de la NOSi (Pluta,
2008).

Adicionalmente en este trabajo, se registr6 el grado Fisher, Hunt & Hess y coma Glasgow
de los pacientes al ingreso hospitalario, ya que se ha reportado que aquellos pacientes
gue muestran déficits neuroldgicos severos al inicio del evento hemorragico (grados IV y
V en Hunt & Hess principalmente, Il y IV en Fisher), tienen un mal desenlace clinico, y
sorprendentemente los pacientes con un déficit neurol6gico menor (grados |y Il de las
escalas Fisher y Hunt & Hess) también pueden mostrar un desenlace clinico desfavorable
sin una causa determinada (van der Berg et al., 2011; Vergouwen et al., 2011). En
nuestros resultados, aproximadamente el 60% de los pacientes presentaron un buen

pronéstico inicial segun la escala de coma Glasgow.

Posteriormente, 8 meses después del egreso hospitalario, se investigd nuevamente el
valor de coma Glasgow y en adicion, se evalud la escala de desenlace Glasgow, una
herramienta que estratifica la funcionalidad del paciente mediante la evaluacion
longitudinal de la gravedad de la consciencia provocada por la lesién traumatica, y que
sirve de apoyo al pronéstico (Udekwu et al., 2004). El resultado obtenido bajo este criterio
fue que inicialmente el 90% de los pacientes presenté un buen estado clinico,
particularmente con un puntaje = 13 en la escala de coma Glasgow, es decir, no
presentaron compromiso de su estado de consciencia, y respecto a la escala de
desenlace Glasgow, aproximadamente el 73% presenté discapacidad moderada a buena
recuperacion, es decir, la mayoria de los pacientes presentan independencia dentro del
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hogar, asi como la capacidad de realizar algunas actividades fuera de éste con el
acompanamiento de algun cuidador (Wilson et al., 1998).

Una vez establecida tanto la relevancia de los aminoacidos al inicio de la HSA como el
estado inicial y desenlace clinico de los pacientes a través de las diferentes escalas
mencionadas anteriormente, se llevo a cabo la asociacion de ambas variables mediante
un estudio de correlacidn estadistica con el fin de determinar el poder predictivo de dichos
analitos como posibles biomarcadores de pronéstico. En nuestro estudio ninguno de los
aminoacidos mostrd correlacion significativa con ninguna de las escalas de evaluacion
tanto inicial como de desenlace (tabla 17). Si bien, se ha reportado que el glutamato y el
NO se encuentran relacionados con el vasoespasmo y la isquemia cerebral tardia en
pacientes con HSA (Jung et al., 2013; Burrell et al., 2016), y que taurina es un indicativo
de la formacidén de edema cerebral en esta enfermedad (Barges-Coll et al., 2013), esto
ocurre principalmente en aquellos pacientes que presentan un mal prondstico clinico

inicial, o bien un desenlace clinico desfavorable.

En este tipo de estudios, el estado de consciencia también ha demostrado ser un
parametro en la prediccién del resultado mediante la inclusion de factores intermedios
(Kazumata et al., 2006). La escala de coma Glasgow, es la herramienta que se utiliza
para evaluar el estado de consciencia, el cual se puede clasificar en pérdida total, parcial
o sin afectacién de ésta. Por lo tanto, adicionalmente se procedié a realizar el analisis
comparativo de las concentraciones plasmaticas de los aminoacidos que fueron
determinados con la muestra obtenida al ingreso hospitalario, con respecto al estado de
consciencia tanto inicial (el dia de ingreso hospitalario) y a los 8 meses posteriores de su
egreso, y de esta forma, demostrar el posible impacto que pueden tener estos
aminodcidos sobre el estado de consciencia. En nuestros resultados, los pacientes con
pérdida parcial del estado de consciencia mostraron un aumento significativo en la
concentracion plasmatica de glutamato, y a pesar de que la concentracion de este
aminoacido en los pacientes inconscientes no fue significativa, se observa una tendencia
a su aumento de acuerdo con los resultados de coma Glasgow iniciales (figura 15).

Posteriormente a los 8 meses, se observo mejoria de la consciencia, y esto se reflejé en
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la similitud de los niveles de glutamato que presentaron los pacientes conscientes con
respecto a los sujetos sanos; sin embargo, se mantuvo el aumento significativo de
glutamato en pacientes con pérdida parcial de la consciencia (figura 22). Se ha reportado
que la concentracién plasmatica de este aminoacido se mantiene elevada dias después
del evento hemorragico (Aliprandi et al., 2005) probablemente como consecuencia de su
implicacion en la isquemia cerebral que desemboca en los procesos de excitotoxicidad
neuronal (Stefani et al., 2017). Si bien la glutamina se sintetiza a partir de glutamato, de
acuerdo con el estado de consciencia inicial, no se observaron cambios en la
concentracion plasmatica de glutamina en los pacientes con HSA (figura 16), y a pesar
de la mejoria observada de dicho estado a los 8 meses después de su egreso
hospitalario, nuevamente no se presentaron cambios en la concentracion plasmatica de
este aminoacido respecto al nivel de consciencia (figura 23). La sintesis de glutamina se
lleva a cabo una vez que el glutamato liberado es transportado a los astrocitos, ademas
de requerir ATP y amoniaco para su formacion (Siegel et al., 2005). Las limitantes de la
biosintesis de glutamina incluyen los transportadores de glutamato (GLT-1) hacia las
células gliales (Yang et al., 2014), la disminucién de ATP durante el proceso isquémico
(Farooqui et al., 2008) y su abundancia en el torrente sanguineo, ya que ademas de
cerebro también se sintetiza en tejido hepatico y estomacal (Chaudhry et al., 2016).
Ademas, en estudios realizados con LCR en pacientes con HSA es donde se ha
observado cambios en su concentracion, especificamente un aumento (Dunne et al.,
2005); asi que, podriamos argumentar que su analisis en plasma para el estudio de esta
enfermedad fue la causa de no observar cambios en su concentracién. Por otra parte, al
evaluar la relacion GIn/Glu con respecto al estado de consciencia inicial, se observé una
tendencia a la disminucion del cociente en medida que disminuia el estado de
consciencia; sin embargo, no fue significativo (figura17). Posteriormente, con la mejoria
del estado de consciencia mediante su evaluacidén con la escala coma Glasgow a los 8
meses, se observd que la concentracion es similar entre los grupos, la cual nuevamente
no fue significativa (figura 24). La disminucion del cociente observado al principio
probablemente sea la consecuencia del aumento de glutamato, ya que indicaria que entre
mayor sea este aminodcido, menor seria la proporcion que se convierte a glutamina,

incluso la tendencia que se observa es con respecto a la pérdida de la consciencia, ya
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que posteriormente en la segunda evaluacion de Glasgow, al recuperar el estado de
conciencia al nivel de los sujetos sanos, no se observé el mismo fenémeno.

En relacién con el estado de consciencia presentado al momento del ingreso hospitalario,
la concentracion plasmatica de taurina se encontré disminuida significativamente en
pacientes con pérdida parcial de la consciencia (figura 18). Sin embargo, en la evaluacion
de este mismo parametro que se llevé acabo a los 8 meses después, ademas de observar
mejoria en el estado de consciencia, no se observaron diferencias significativas tanto en
pacientes conscientes como en aquellos con pérdida parcial de la consciencia, a pesar
de existir una tendencia a la disminucion en ambos grupos (figura25). Tal como se
menciond anteriormente, los reportes sugieren que taurina es un indicativo de edema
cerebral y al mismo tiempo, un marcador de desenlace clinico desfavorable (Barges-Coll
et al., 2013; Kofler et al., 2015; Lantigua et al., 2015); no obstante, en este estudio no se
conté con la informacidn para establecer la existencia o no del edema, aunque debido a
qgue la mayoria de los pacientes a los 8 meses presentd mejoria clinica, podria concluirse
que no hubo edema; lo que sugiere que la disminucién de taurina podria tener su origen
en un mecanismo diferente a la formacion del edema, para comprobar esta hipo6tesis se
necesita ampliar las variables de estudio y el nimero de pacientes con diferente grado

clinico inicial.

Con respecto a la determinacién de arginina y citrulina como marcadores de la sintesis
de NO y su relacidn con la evaluacién inicial de consciencia, observamos una disminucion
similar de arginina en ambos grupos de pacientes (parcialmente conscientes e
inconscientes), la cual fue significativa (figura 19). Por otra parte, con respecto a citrulina
se observé que los pacientes con pérdida parcial mostraron disminucion de este
aminoacido, y a pesar de que los pacientes inconscientes presentaron una tendencia a
la disminucidn, la variacién no fue estadisticamente significativa (figura 20). Al relacionar
estos resultados con los observados con los NOx, se corrobora que el principal grupo
afectado fueron aquellos con pérdida parcial de la consciencia (figura 21). Para poder
explicar esto, debemos tomar en cuenta que la sintesis de NO depende en gran medida
de la disponibilidad de arginina, cuya sintesis también depende de su formacion
enddgena a partir de citrulina (El-Hattab et al., 2012), asi como de la expresién de la NOS

78

——
| —



(Pérez-Neri, 2005). El agotamiento de energia tras el evento hemorragico conlleva a una
disfuncion endotelial que favorece la muerte de neuronas que expresan la NOS neuronal
y endotelial, la cual reduce la produccién de NO (Pluta, 2008), deficiencias energéticas
de ATP mitocondriales que desembocan en la disminucién de la sintesis de citrulina para
la formacién de arginina de novo (El-Hattab et al., 2012) mediante la disminucion de la
actividad en las enzimas argininosuccinato sintetasa (ASS) y de la argininosuccinato liasa
(ASL). Ademas, otros autores han reportado en modelos animales de isquemia que
también son expresadas en células gliales a las 72 horas después de la perfusion en
conjunto con la NOSi en los animales con menor sobrevivencia (Bizzoco et al., 2007).
Como se describié anteriormente, los pacientes con menor puntaje Glasgow mostraron
disminucién o bien, tendencia a la disminucidén en la concentracion plasmatica de estos
aminoacidos y de NOx. Por otra parte, en la segunda evaluacion de consciencia (8 meses
después) se observd en los pacientes con pérdida parcial, disminuye tanto la
concentracion plasmatica de arginina, citrulina como de NOx, y no asi en pacientes
conscientes a pesar de la tendencia mostrada (figuras 26, 27 y 28 respectivamente), por
lo tanto, la disminucién de estos marcadores se acentla en pacientes con menor nivel de

consciencia segun el puntaje de coma Glasgow.

Con los resultados obtenidos no fue posible demostrar el potencial de glutamato, taurina,
arginina y citrulina como biomarcadores de pronédstico en la HSA, ya que estos no
tuvieron relevancia sobre el desenlace clinico. No obstante, el aumento de glutamato y la
disminucidén plasmatica de arginina y citrulina reflejan la condicién clinica inicial del
paciente, principalmente cuando el estado de consciencia se encuentra mayormente
comprometido, lo cual sugiere que estos aminoacidos pueden tener potencial como
biomarcadores de diagnéstico en pacientes con HSA. Para comprobar esta hipétesis, se
debe evaluar la inclusién adicional de mas pacientes con diferentes grados Fisher, Hunt
& Hess y Glasgow, ademas de llevar a cabo otro andlisis plasmatico de aminoacidos
como seguimiento clinico para poder caracterizar su potencial como biomarcadores de
diagndstico de esta enfermedad.
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Xil.

CONCLUSIONES

El método desarrollado para la cuantificacion simultanea de los aminoacidos de
interés fue selectivo, lineal, preciso, exacto, con un limite inferior de cuantificacion
de 1 uM de acuerdo con la NOM-177-SSA1-2013.

Las muestras plasmaticas para el analisis de los aminoacidos de interés son
estables para su analisis a corto plazo (automuestreador, a temperatura ambiente,
durante 24 horas) y largo plazo (-20°C, 60 dias) de acuerdo con las condiciones
de trabajo establecidas en el protocolo.

La concentracion plasmatica de glutamato aumenta en pacientes con HSA en
comparacién con sujetos sanos.

Las concentraciones plasmaticas de arginina, citrulina, Gin/Glu y NOx disminuyen
en pacientes con HSA en comparacion con sujetos sanos.

Existe una relacién de aumento en la concentracion plasmatica de glutamato en
pacientes con HSA que presentaron pérdida parcial de la consciencia al ingreso
hospitalario y a los 8 meses después de su egreso hospitalario.

Las concentraciones plasmaticas de taurina, arginina, citrulina y NOx disminuyen
en pacientes con HSA que presentaron pérdida parcial de la consciencia al ingreso
hospitalario.

La concentracién plasmatica de arginina disminuye en pacientes con HSA que
presentaron pérdida total de la consciencia al ingreso hospitalario.

Las concentraciones plasméticas de arginina, citrulina y NOx disminuyen en
pacientes con HSA que a los 8 meses aun mostraban pérdida parcial de la

consciencia de acuerdo con la escala de coma Glasgow.
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Xill. PERSPECTIVAS

Aumentar el numero de pacientes con diferentes grados de HSA al estudio para
comprobar el potencial de los aminoacidos de interés como posibles
biomarcadores de prondstico.

Realizar un andlisis de seguimiento de las concentraciones plasmaticas de los

aminoacidos evaluados.

Incluir como variables de estudio la presencia de resangrado, edema vy

vasoespasmo.
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XV. ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES CON HEMORRAGIA SUBARACNOIDEA

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOG[A Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ

DIRECCION DE INVESTIGACION

Insurgentes Sur 3877

Col. La Fama, C.P. 14269
Mexico, D.F., Tel. 56-06-14-07
www.innn.salud.gob.mx

Ciudad de México, a de del 2017.

Protocolo: CARACTERIZACION DE LAS CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE GLUTAMATO, TAURINA,
ARGININA Y CITRULINA COMO BIOMARCDORES DE PRONOSTICO EN PACIENTES CON HEMORRAGIA
SUBARACNOIDEA.

Antes de participar en el estudio que se le ha propuesto, es importante que esté informado acerca de las caracteristicas
del mismo y que esté de acuerdo con los procedimientos a los que sera sometido. SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO ES COMPLETAMENTE VOLUNTARIA. Esta investigacion esta respaldada por el Comité de Etica y de
Investigacion del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN).

¢Para qué se efectua este estudio? Como es de su conocimiento, su paciente ha sufrido de sangrado en la cabeza,
descrito en el area médica como hemorragia subaracnoidea, por lo que se requiere de pruebas diagnosticas
complementarias que permita informar sobre la evolucion de la enfermedad. Este estudio se realizara para caracterizar
concentraciones plasmaticas de sustancias quimicas presentes en el organismo llamadas “aminoéacidos”, los cuales
son: glutamato, taurina, arginina y citrulina en pacientes con hemorragia subaracnoidea. Al conocer las
concentraciones plasmaticas de dichos aminoacidos, se podré conocer sobre el estado del paciente y su posible
evolucion, los cuales le servird al clinico para establecer un diagndstico mas certero y por ende emitir un mejor
tratamiento.

¢En qué consiste el estudio? Se le tomara muestra sanguinea de su brazo (4 mL) en su ingreso al area de Terapia
Endovascular, al mismo tiempo y mediante exploracién fisica, se evaluara el nivel de conciencia por medio de la escala
de coma Glasgow. Posteriormente, 8 meses después se le localizara mediante llamada telefonica para realizar una
pequefia encuesta llamada escala de resultado Glasgow, la cual nos informara sobre su estado cognitivo y motor. La
muestra sanguinea del paciente sera analizada en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” para cuantificar los niveles de sustancias quimicas llamados aminoacidos, los cuales se encuentran presentes
en nuestro cuerpo en la regulacién de diferentes funciones y que pueden ser indicadores de alguna lesién, asi como
la cuantificacion de nitratos y nitritos que también son sustancias quimicas que nos informan sobre el estado patolégico
del paciente. Todas las muestras de sangre que se le tomen a su paciente seran conservadas en el Departamento de
Neuroquimica del Instituto hasta su destruccion al término del estudio.

¢ Qué riesgos puede presentar la toma de sangre? La toma de sangre se realiza mediante puncion venosa de una
vena del brazo, se considera un procedimiento con bajo riesgo, sin embargo, puede sufrir enrojecimiento, ardor en la
zona de puncién o la formacién de moretones, todos estos eventos no son de gravedad y no requieren de algin
tratamiento médico especial y se quitan solos.

¢Como se utilizara mi muestra? De la muestra de sangre que usted nos done, extraeremos el plasma sanguineo
para cuantificar mediante métodos analiticos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia la cantidad de
aminodcidos, asi como la cantidad de nitratos y nitritos presentes en el organismo.

Estos procedimientos se realizaran en diferentes tiempos tal como se comento anteriormente.
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¢Quiénes pueden participar en el estudio? Todos los pacientes que hayan ingresado al area de emergencia o
Terapia Endovascular del INNN dentro de las 24 horas con diagndstico de hemorragia subaracnoidea, que no hayan
tomado medicamento al menos 8 horas antes del evento hemorragico y pacientes que acepten participar en el estudio
mediante la firma del consentimiento informado.

¢ Qué beneficios puedo esperar? El conocer las alteraciones en los niveles plasmaticos de las sustancias llamadas
aminoacidos como prueba diagnostica complementaria, le permitird al médico establecer un mejor diagnéstico,
monitoreo de la enfermedad y de esta forma establecer un mejor tratamiento. Los resultados generados por este
estudio ampliarén el campo del conocimiento sobre el diagnéstico y monitoreo de la hemorragia subaracnoidea, ya
que permitira caracterizar si la alteracion de uno o de todos los aminoacidos mencionados esta asociado a la evolucion
del paciente después de haber sufrido de hemorragia subaracnoidea.

¢ Qué efectos indeseables puedo presentar al participar en el estudio? El riesgo es minimo, unicamente dolor e
inflamacién en el sitio de puncidn, tal como se menciond en la toma de muestra.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas sobre el estudio? Si tiene dudas sobre el proyecto de
investigacion, andlisis y manejo de su muestra puede comunicarse con el Dr. Luis Antonio Tristan Lopez al teléfono
56061407, Ext. 2005.

¢Quién pagara el costo del estudio? Los cargos generados por concepto de hospitalizacién y medicamentos usted
los deberd pagar. Las muestras de laboratorio adicionales que se le menciond, asi como todos los procedimientos
involucrados para la realizacion del proyecto se cubrirdn por medio de subsidios federales proporcionados por el
laboratorio de Neuroquimica del INNN.

¢Puedo negarme a participar en el estudio? La participacion es totalmente VOLUNTARIA, por lo que no se
encuentra obligado(a) a participar, lo anterior indica que a su paciente no se le negara la atencion requerida.

¢Quiénes van a tener informacion de los datos y estudios que se realizaran? Toda la informacion sera confidencial
y estara disponible sélo para los investigadores. Las muestras seran codificadas con una combinacién de letras y
numeros para proteccion de su identidad.

¢Qué realizaran con las muestras biolégicas cuando termine el estudio en caso de que atin existan? La sangre
total y el plasma existente después del estudio seran destruidos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

¢Puedo conocer los resultados del estudio? Una vez que contemos con los resultados, se le hara de su
conocimiento, los podra solicitar y pedir que le sean explicados en cualquier momento.
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Al firmar la presente acepto que:
a) Heleido este formato de consentimiento.

b) He tenido la oportunidad de preguntar sobre mis dudas y éstas me han sido contestadas.
c) Entiendo que mi participacién es voluntaria.

d) Acepto participar en el estudio y que puedo elegir abandonar en cualquier momento.

e) Entiendo que recibiré una copia firmada y fechada de este consentimiento

Nombre y firma del voluntario

Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma del testigo 2

Nombre y firma del investigador que obtuvo el consentimiento

C.c.p. Paciente
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ANEXO 2
ESCALA DE DESENLACE GLASGOW

Conciencia:
1. ¢Puede la persona obedecer 6rdenes simples o decir alguna palabra?

Si No__ (VS)

Nota: cualquiera que demuestre la capacidad de obedecer incluso comandos simples o pronunciar
cualquier palabra o comunicarse especificamente de otra manera ya no se considera estar en estado
vegetativo. Los movimientos oculares no son evidencia confiable de una capacidad de respuesta
significativa. Corroborar con el personal de enfermeria y / u otros cuidadores. La confirmacién de VS
requiere una evaluacion completa.

Independencia en el hogar:
2a. ¢ La asistencia de otra persona en el hogar es esencial todos los dias para algunas actividades?

Si No __ (VS) (Sino, ve al topico 3)

Nota: para una respuesta NO, deberian ser capaces de cuidar de si mismos en su casa durante 24 horas
si es necesario, aunque en realidad no necesitan cuidar de si mismos. La independencia incluye la
capacidad de planificar y llevar a cabo las siguientes actividades: lavarse, ponerse ropa limpia sin pautas,
preparar alimentos para ellos mismos, atender a quienes llaman y manejar crisis domésticas menores. La
persona deberia ser capaz de llevar a cabo actividades sin necesidad de indicaciones ni recordatorios, y
deberia ser capaz de quedarse solo durante la noche.

2b. ;Necesitan ayuda frecuente de alguien para estar en casa la mayor parte del tiempo?
Si (inferior SD) No (superior SD)

Nota: para una respuesta NO, deberian ser capaces de cuidar de si mismos en casa hasta ocho horas
durante el dia si es necesario, aunque no necesitan cuidar de si mismos.

2c. ¢ El paciente era independiente en casa antes de la lesién?

Si No

Independencia fuera del hogar:
3a. ¢ Puede realizar compras sin asistencia?

Si No (Superior SD)

Nota: esto incluye poder planear qué comprar, cuidar el dinero y comportarse adecuadamente en publico.
Normalmente no necesitan comprar, pero deben poder hacerlo.

3b. ¢ Podian comprar sin asistencia antes?
Si No

4a. ; Puede viajar localmente sin ayuda?

Si No (Superior SD)

Nota: pueden conducir o usar el transporte publico para desplazarse. La capacidad de usar un taxi es
suficiente, siempre que la persona pueda llamar por teléfono e instruir al conductor.
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4b. ¢ Podia viajar localmente sin ayuda antes de la lesion?
Si__ No__

Trabajo:

5a. ¢ Actualmente puede trabajar (cuidar a los demds en casa) a su anterior capacidad?
Si_ (sisi,veal6) No_

5b. ¢Qué tan restringidos estan?

a. ¢Capacidad de trabajo reducida? A (Superior MD)
b. ¢Puede trabajar solo, en un trabajo no B (Bajo MD)
competitivo o actualmente no puede trabajar?

5c. ¢ El nivel de restriccion representa un cambio con respecto a la situaciéon previa al trauma?
Si No

Actividades sociales y de ocio:

6a. ; Puede retomar sus actividades sociales y de ocio fuera de casa?
Si (sisi,veal7) No

Nota: no es necesario que hayan reanudado todas sus actividades recreativas anteriores, pero no deben
evitarse por discapacidad fisica o mental. Si han detenido la mayoria de las actividades debido a la pérdida
de interés o motivacién, esto también se considera una discapacidad.

6b. ¢ Cual es el alcalde de la restriccion en sus actividades sociales y de ocio?

a. Participa un poco menos: al menos la mitad de veces que antes A___ (baja GR)
de la lesién

b. Participa mucho menos: menos de la mitad de las veces. B__  (altaMD)

c. No participa: rara vez, si es que alguna vez toma parte. C__  (bajaMD)

6¢. ¢El grado de restriccion en actividades sociales y de ocio fuera de casa representa un cambio en el
respeto o pre trauma?
Si___ No__
Familia y amigos:
7a. ¢Hubo problemas familiares o de amistad debidas a problemas psicol6gicos?
Si No__ (sino, ve al 8)

Nota: los cambios de personalidad tipicos postraumaticos son: temperamento rapido, irritabilidad,
ansiedad, insensibilidad hacia los demas, cambios de humor, depresién y comportamiento irracional o
infantil.
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7b. ¢Cual ha sido el grado de ruptura o tensién?

a. Ocasional - menos de una semana. A (baja GR)
b. Frecuente - una vez a la semana o mas, pero no tolerable. B (alta MD)
c. Constante — diario e intolerable. C (baja MD)

7c. ¢El nivel de interrupcion o tension representa un cambio con respecto a la situacion previa al trauma?

Si No

Nota: si hubo algunos problemas antes de la lesion, pero estos han empeorado notablemente desde la
lesién, responda si a la pregunta.

Regreso a la vida normal:
8a. ¢ Hay algln otro problema actual relacionado con la lesién que afecte la vida diaria?
Si (bajo GR) No (alto GR)

Nota: otros problemas tipicos informados después de una lesion en la cabeza: dolores de cabeza, mareos,
sensibilidad al ruido o la luz, lentitud, fallas de memoria y problemas de concentracion.

8b. Si hubo problemas similares antes de la lesién, ;han empeorado notablemente?

Si No

9. ¢ Cual es el factor mas importante en el resultado?

A Efectos de la lesién en la cabeza
B Efectos de una enfermedad o lesion en otra parte del cuerpo
C Una mezcla de estos

Nota: las calificaciones extendidas de GOS se muestran junto a las respuestas en el CRF. La calificacién
general se basa en la categoria de resultado mas baja indicada.
Las areas en las que no ha habido cambios con respecto a la situacién previa al trauma se ignoran cuando
se realiza la calificacién general.

1 Muerto D

2 Estado vegetativo VS

3 Discapacidad grave menor SD-
4 Discapacidad grave superior SD+
5 Discapacidad moderada baja MD-
6 Discapacidad moderada alta MD+
7 Recuperacion buena baja GR-
8 Recuperacion buena alta GR+
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